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L’Institut Pasteur ressent douloureusement le grand vide laissé 
dans ses rangs par la mort de Joseph Magrou, qui s’est éteint 
le 10 février dernier. Il était né 4 Béziers (Hérault), le 6 aodt 1883. 
Entré dans notre Maison en 1910, il l’a servie pendant quarante 
et un ans. Pour les derniers survivants de sa génération, il ¢lait 
le Pastorien accompli. Nul plus que lui ne s’est attaché a relier le 
passé au présent en transmetlant, par son exemple, la tradition 
qu il avait regue des mains mémes de ceux qui l’avaient créée. 
« Votre curiosité ardente dans la recherche, lui écrivait M. René 
Vallery-Radot, devant certains faits vos grands espoirs de 
conquéte ; puis votre esprit critique substituant a l’audace de votre 
pensée une prudence voulue, tout se succéde dans votre méthode 
de travail et donne un intérét passionné 4 vos communications... 
Vous avez mis en lumiére des rapprochements inattendus sur un 
sujet (la pathologie végétale) que Pasteur n’avait pas abordé, mais 
dont il a inspiré les moyens d’études 4 de rares esprits comme 
le votre. » Quel hommage plus émouvant que ce jugement de 
Vauteur de La Vie de Pasteur pourrions-nous rendre a la mémoire 
de J. Magrou ! 

Suecesseur de M. Pinoy au laboratoire de mycologie, que cet 
éminent botaniste et mycologue avait fondé, il n’a cessé de déve- 
lopper Vétude des champignons pathogénes de l’homme et des 
animaux, objet de ses lecons au Cours de Microbiologie de I’Ins- 
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titut Pasteur. Dés la premiére heure, il affirme son orientation 
personnelle vers la biologie végétale et la phytopathologie. Et, 
chemin faisant, il aborde des travaux divers reliés cependant par 
lidée directrice des conditions de la vie associée d’organismes 
dissemblables et dont l’originalité aurait suffi a lui acquérir une 
légitime notoriété scientifique. 

Son premier travail dans le laboratoire de A. Borrel le conduit 
A élucider la cause trés discutée de la botryomycose. Appelé par 
son ami, notre collégue lhisto-pathologiste Masson, a donner son 
concours au laboratoire d’anatomie pathologique du professeur 
Gosset, a la Salpétriére, il apporte une notion importante sur la 
genése des calculs biliaires. C’est le moment ot il vient de repro- 
duire, pour la premiére fois en France, les expériences d’ Erwin 
F. Smith, qui établissent l’étiologie bactérienne du cancer des 
plantes. Les analogies que cette maladie présente avec le cancer 
de l’homme et des animaux sont évidentes. Ce qui détermine le 
professeur Gosset A créer, pour permettre & Magrou de pour- 
suivre des études de pathologie comparée, un laboratoire de 
biologie végétale. Heureuse initiative, qui le conduit notamment 
a mettre en lumiere l’existence, chez les végétaux, de phénoménes 
d’immunité et d’hypersensibilité superposables aux réactions 
d’allergie que les animaux manifestent souvent aprés la réinocu- 
lation de lantigéne homologue. Les processus de | immunité 
obéissent donc a des lois trés générales, communes aux deux 
regnes. 

A la siation biologique de Roscoff, ot il passe de laborieuses 
vacances, il aborde des recherches d’embryologie expérimentale, 
avec la collaboration de M™° Magrou quil a toujours si intime- 
ment intéressée & ses travaux. L’observation de l’action a distance 
de suspensions de bactéries, de levures, de substances en voie 
d’oxydation, sur le nombre des caryocinéses dans le méristéme 
d'une racine d’Oignon, sur Vembryogénése des ceufs fécondés 
d’oursins, sur Véclosion des ceufs d’Aedes exgypti, moustique 
vecteur de la fiévre jaune (en collaboration avec le professeur 
Roubaud), Pont conduit a Vhypothése de action d’un rayonne- 
ment ultra-violet, dés l'abord discutée, mais confirmée aujourd’hui 
par divers auleurs qui ont retrouvé ce rayonnement en recourant 
a l’effet photo-électrique. 

Tous ces travaux, dont ce qui précéde ne donne que quelques 
exemples, s’estompent en présence de l’ceuvre capitale de sa vie. 
Conduite avec une remarquable continuilé de pensée, elle com- 
mence la premiére année de sa production scientifique en 1911. 
Au cours de la premiére semaine de février 1951, dans les heures 
poignantes de son agonie, la volonté qui hantait son esprit. tou- 
jours lucide, était de retrouver les forces suffisantes pour écrire 
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le livre, déja mentalement composé, sur la symbiose, facteur 
d’évolution des étres vivants. 

A la fin de ses études secondaires, J. Magrou, qui avait fait 
preuve d’aptitudes intellectuelles aussi brillantes dans les Lettres 
que dans les Sciences et de dispositions exceptionnelles pour la 
Musique, avait hésité sur le choix de sa carriére. Sous |’influence 
‘du milieu d’artistes dans lequel il grandissait, c’est vers l’art 
musical qu’il s’était tout d’abord dirigé. Devenu le confident de la 
pensée la plus intime de son proche parent, le botaniste Noél 
Bernard (1878-1911), il eut le privilege de suivre pas a pas le 
progrés de ses recherches et de ses découvertes. Brusquement, 
vers 1905, il change d’orientation. Il entreprend les études médi- 
cales et la préparation de la licence és sciences naturelles. I] est 
boursier a |’Institut Pasteur en 1910. Au moment ot Noél Bernard 
meurt, a Page de 86 ans, J. Magrou considére comme un devoir 
de reprendre et de développer |’ceuvre interrompue. Ce devoir, il 
Va rempli jusqu’a sa derniére heure. 

De 1899 a 1909, a-t-il écrit luirméme, Noél Bernard démontrait 
par des expériences conduites suivant les techniques pastoriennes 
les plus rigoureuses que, chez les Orchidées, la germination des 
graines ne peut se produire, dans les conditions normales de la 
vie, que sous l’influence des champignons qui vivent en symbiose 
avec les plantes de cette famille. Il constatait en méme temps que 
ces champignons déterminent la formation de tubercules qui appa- 
raissent a divers stades du cycle évolutif des Orchidées. I] éta- 
blissait enfin, en provoquant la germination et la tubérisation des 
Orchidées au moyen de solutions concentrées, en l’absence de 
champignons, que ces derniers agissent en élevant la pression 
osmotique du suc cellulaire. I] avait tenté d’étendre ces notions 
aux autres plantes 4 tubercules et, en particulier, 4 la Pomme 
de terre. Mais il s’était heurté, peu avant la fin, a des difficultés 
en apparence insurmontables. 

C’est A ce point de départ que J. Magrou reprend |’ceuvre 
inachevée de son Maitre. Dans ses recherches, il considére tou- 
jours la symbiose comme la limite vers laquelle tend l’association 
de deux organismes dissemblables quand leurs actions réciproques 
s’équilibrent. 

Dés 1911, il constate, chez une solanée sauvage, Solanum 
maglia, voisine de la Pomme de terre, la présence de mycorhizes 
endotrophes, organes composites dans lesquels un champignon 
envahit largement l’écorce de la racine et s’adapte a la vie intra- 
cellulaire. D’ou l’hypothése que la Pomme de terre cultivée tubé- 
rise en l’absence de champignons symbiotiques, par suite des 
soins culturaux dont elle est entourée. Hypothése vérifiée  vingt- 
sept ans plus tard dans une station naturelle, 4 Roquelaure (Gers) 
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ott les pommes de terre, se reproduisant sans soins culturaux 
depuis vingt-cing ans, présentaient un systeme radiculaire tres 
riche en mycorhizes. 

Il n’est possible de condenser en quelques lignes des recherches 
expérimentales poursuivies pendant quarante ans au laboratoire, 
par des essais de culture en plaine et en haute montagne (ces 
derniéres avec la collaboration de M. Bouget, botaniste de l’Obser- 
vatoire du Pic du Midi, a Bagnéres-de-Bigorre), que par une 
soche énumération des résultats. J. Magrou constate, chez la 
Pomme de terre issue de graines, et dans certaines conditions de 
culture, existence d'une corrélation entre la production de tuber- 
cules et la symbiose avec des champignons microscopiques radi- 
cicoles. I] établit que la Pomme de terre cultivée in vitro a partir 
de la graine dans des conditions d’asepsie rigoureuse, done sans 
lintervention de champignons symbiotiques, peut produire des 
tubercules dans des milieux de culture suffisamment concentrés 
en glucose ou en glycérine. Il en conclut que la tubérisation se 
produit quand la pression osmotique du suc cellulaire, nécessai- 
rement supérieure, chez des plantes en voie de croissance, a la 
pression osmotique du milieu extérieur, atteint une certaine limite. 
Et il explique comment les champignons symbiotiques élévent 
la concentration moléculaire du suc de la plante. Il démontre par 
des mesures cryoscopiques que si la Pomme de terre cultivée ne 
contient pas ces champignons, c est parce que la fumure suffit a 
élever la pression osmotique de la solution du sol jusqu’au niveau 
compatible avec la tubérisation. Et il déduit de ces données une 
méthode de culture symbiotique a parur de la graine, qui s’est 
montrée apte a accroitre les rendements en tubercules et 4 enrayer 
les maladies a virus par lesquelles ces rendements sont grave- 
ment menacés. Il réussit, enfin, & obtenir in vitro, en goutte pen- 
dante, la culture, jusqu’alors considérée comme impossible, des 
champignons qui entrent dans la composition des mycorhizes 
endotrophes. 

Des lors, il est conduit & rechercher si les champignons sont 
en cause partout ott on rencontre des bulbes, rhizomes ou tuber- 
cules ; en d'autres termes, s'il existe en régle générale, chez les 
végétaux, une corrélation entre Ja symbiose et |’état vivace. Les 
expériences qu’il entreprend sur une petite graminée des plus 
communes, Poa annua, annuelle ou bisannuelle en plaine et vivace 
en montagne, lui permet de répondre affirmativement a cette 
question. Dans la serre de son laboratoire, A Paris, il réussit a 
oblenir, en terre de montagne, la culture symbiotique de Poa 
annud, Vivace depuis quatre ans et demi. 

Au moment oti la mort l’a frappé, J. Magrou tentait, par action 
des terres 4 mycorhizes sur les sporophytes des Hépatiques, de 
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soumettre 4 l’expérimentation le rdle possible de la symbiose sur 
apparition, dans le régne végétal, des plantes vasculaires. Cette 
hypothése lui était suggérée par la découverte, dans les eres 
rouges du Dénovien inférieur d’Ecosse, de plantes a l'état fossile, 
ancétres loitains des plantes vasculaires, dont le tubercule 
héberge des champignons. 

Ses théses de doctorat en médecine, de doctorat és sciences, ses 
publications, ses livres : « La vie du sol », « L’ceuvre scientifique 
de Maurice Nicolle », « Les maladies parasitaires des plantes. Infes- 
tation. Infection » (en collaboration avec ce maitre qui était aussi 
son ami), « Des Orchidées & la Pomme de terre », le monument 
d’érudition que représente son dernier ouvrage « Les maladies des 
végétaux », manifestent son talent d’écrivain, de méme que sa 
conversation, pour ceux qui ont eu le privilége de le bien connaitre, 
faisait apparaitre l’ampleur exceptionnelle de sa culture, et que sa 
fidélité a lorgue de la chapelle du Val-de-Grace qu'il tenait béné- 
volement depuis plus de quarante ans exprimait un des aspects 
les plus altachants de son ame d’artiste. 

A l'Institut Pasteur, au Centre National de la Recherche Scien- 
tifique ot il était Maitre de Recherches, dans les diverses sociétés 
savantes qu’il a présidées, a l’Académie des Sciences qui lavait 
élu en 1945, partout ott s’est exercé son rayonnement, il a acquis 
la considération dont il était entouré, par sa sérénilé, |’élévation 
et lindépendance de sa pensée, la délicatesse de ses sentiments. 

A l'Institut Pasteur, gardien fidéle de la mémoire de tous les 
siens, son souvenir restera vivant. 


RENE LEGROUX 


(1877-1951) 


Petit-fils et fils de Médecins des Hopitaux de Paris, René 
Legroux, au début de ses études, se destinait 4 la méme carriére. 
Mais, éléve de 1’Institut Pasteur en 1904, il fut enthousiasmé par 
M. Roux qui devait rester son Maitre et lui transmettre sa 
passion de la recherche en méme temps que son culte de. la 
Maison de Pasteur. Legroux préparait encore |’Internat quand 
le chef de laboratoire du cours de Microbiologie mourut 
subitement. M. Roux lui proposa d’assurer, sous sa direction, 
la continuité de cet enseignement. Il renonga aux concours. 
La tache ardue, ingrate, absorbante qu il accepta ce jour, il devait 
l’assumer jusqu’a sa mort. Nommé préparateur en 1906, toute sa 
vie se passa désormais dans le laboratoire de Microbie technique. 
C’est la que des généralions de chercheurs francais et étrangers 
ont appris de Legroux la rigoureuse technique pasieurienne. 
Assise sur des principes immuables, cette technique bien vivante 
est toujours en devenir. Nul ne l’a compris comme Legroux. Son 
caractére, ses gotts, tout le portait vers la recherche. Passionné 
de métier manuel, autant qu’avide de science, il était plus fier 
d’étre un pionnier de automobile et un fervent de la mécanique 
que de sa large culture littéraire et artistique. Il était toujours 
entrainé vers ce qui était jeune et nouveau. La_ bactériologie, 
science alors en plein essor, satisfaisait en lui ces atlirances 
diverses. 

Chaque année, avec une patience inlassable, il cherchait, tout 
en gardant au cours son caractére particulier, & en améliorer les 
techniques. Souvent il inventait une modification heureuse et ne 
songeait méme pas a y attacher son nom; dés qu'elle était au 
point il s’attaquait & un nouveau probléme. 

Lorsque éclata la guerre de 1914, Legroux, chef de laboratoire 
depuis 1910, fut mobilisé, sur la demande de M. Roux, a 
l'Institut Pasteur. Il transforma en quelques jours le laboratoire 
du cours en une fabrique de vaccins. En deux mois il fournit 
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2 200 U00 doses de vaccin typhoidique pour les besoins de |’ Armée 
et de la population civile. 

Le 27 octobre 1914, Legroux fut nommé Directeur du Centre 
d’organisation des Laboratoires de |’Armée. I] fut un organisateur 
extraordinaire, travaillant des journées et des nuits entiéres, 
déjeunant et dinant au laboratoire pour éviter des pertes de 
temps ; il transforma les deux salles de cours en véritable usine, 
pour la préparation du matériel des laboratoires mobiles. En 
quelques mois, Legroux mit a la disposition du Service de Santé ; 
16 laboratoires a’ Armée, 24 laboratoires de Clinique, 92 labora- 
toires de Région, les laboratoires de la Mission médicale de 
Serbie, 12 laboratoires pour Corfou, les laboratoires des Ambu- 
lances médicales francaises, 5 laboratoires automobiles pour la 
Poumanie. 

En huit jours, il créa les laboratoires des Ambulances auto- 
mobiles chirurgicales francaises destinées a l'étude des plaies de 
guerre. 

A partir de janvier 1917, il organisa la Mission antipaludique a 
Armée d’Orient et mit a la disposition de cette Mission un 
matériel de Jaboratoire parasitologique et chimique et une réserve 
importante de quinine. Il avait méme prévu un service de propa- 
gande antipaludique par tracts, cartes et affiches. 

Pendant toute la guerre, Legroux enseigna 4 de nembreux 
médecins mobilisés affectés aux laboratoires de ]l’Armée la tech- 
nique bactériologique et les méthodes d’isolement et d’identifi- 
cation des principaux microbes pathogénes. I] rédigea plusieurs 
notices de technique bactériologique et épidémiologique, éditées 
par le Service de Santé. 

Il entreprit également a l'Institut Pasteur la fabrication des 
matiéres colorantes qui faisaient défaut. Ces produits sont connus 
actuellement sous le nom de R. A. L. (Roux, Agulhon, Legroux). 

En novembre 1917, Legroux fut officiellement chargé de |’ orga- 
nisation des laboratoires de Armée américaine qui commencait 
& débarquer sur le sol francais. 

Il coneut seul l’organisation des laboratoires nécessaires aux 
Armées francaises et américaines. Par sa volonté, sa ténacité au 
travail, il a réalisée dans un minimum de temps malgré les diffi- 
cultés matérielles de toutes sortes. 

En juillet 1919, le ministére des Régions libérées demanda a 
Legroux d’organiser 10 laboratoires mobiles pourvus du matériel 
nécessaire a V’analyse des eaux des régions libérées. Vingt-quatre 
mille échantillons d’eau furent analysés en huit mois. 

Dans les études scientifiques, Legroux s’est montré un précur- 
seur. C’est ainsi qu’il a été le premier a étudier les facteurs de 
croissance nécessaires au développement des bactéries. 

Apres la guerre, Legroux, nommé Chef de service en 1920. et 
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Directeur du Cours en 1921, reprit avec J. Dumas organisation 
du Cours de l'Institut Pasteur et poursuivit ses recherches. Son 
laboratoire continua a étre Je centre ot tous les bactériologistes 
venaient chercher des conseils, demander un diagnostic, recevoir 
une direction. I] organisa avec Tréhorel un service de fabrication 
des milieux de culture. I] assura également depuis 1908 ie service 
de la collection de microbes de |’Institut Pasteur et, pendant les 
derniéres années de sa vie, en collaboration avec L. Second, il 
enrichit cette collection de nombreuses espéces aérobies el 
anaérobies et inventa le milieu classique de macération gélatinée 
qui permet de maintenir pendant une longue durée les microbes 
a état de vie ralentie, pouvant aller jusqu’éa quinze ans 4 la 
elaciére sans dissociation des souches. 

Avec Magrou, il observa l’aspect des colonies microbiennes 
sur les milleux de culture au cours de repiquages et décrivil les 
transformations des colonies lisses et humides en colonies plissées 
et séches, dont l’étude, reprise par Arkwright, devait donner plus 
tard la distinction des colonies R et S. 

Il amélhora les modes de préparation des toxines et contribua 
ainsi A l’obtention de meilleures analoxines tétaniques selon la 
technique de Ramon. 

Il observa les formes anormales des bacilles du cdlon et des 
bacilles typhiques et décrivit les premiéres mutations chez Esche- 
richia et Eberthella. Avec Genevray, avec Ixemal, il montra les 
analogies des bacilles de Withmore, pyocyanique et morveux et 
prépara a partir de ces germes des lysats bactériophagiques 
fortement toxiques qui peuvent étre transformés en anatoxines 
vaccinantes ou en « anabactériens ». Son éléve Kemal Djemil 
succomba a l’infection morveuse. Ses autres collaborateurs furent 
gravement atteints et Legroux lui-méme contiracta cette infection 
dont il ne devait jamais guérir. 

Quand en 1939 survint la guerre, aprés de nombreuses expéri- 
mentations sur les animaux, il proposa de trailer par les sulfa- 
mides Jes plaies infectées et obtint ainsi la cicatrisation rapide 
des tissus. 

En 1928, Legroux avait obtenu une toxine botulique en poudre 
a haut pouvoir pathogéne, mais la mort tragique d’André-Pierre 
Marie, viclime de ces expériences, interrompit ce travail. 

En 1934, avec C. Jéramec et L. Second, il obtint une toxine 
liquide et une anatoxine. En novembre 1935, anatoxine et sérum 
antibotulique furent pour la premiére fois essayés sur homme 
avec une parfaite efficacité. I] continua ces travaux sous lOecu- 
pation Vorsquwun milher de cas d intoxication botulique dus aux 
conditions particuliéres de Valimentation Ini furent soumis. 

Nommé membre hbre de VAcadémie de Chirurgie en 1940. 
Legroux était devenu en 1941 Président de l’éphémére Conseil 
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scientifique de l'Institut Pasteur et fut promu Commandeur de ta 
Légion d’honneur en 1947. 

Le temps consacré aux recherches lui était mesuré, la plus 
grande partie de son temps élant consacrée a la préparation du 
Cours de l'Institut Pasteur. C’est grace a ce Cours qu'il a exercé 
une influence profonde sur des générations. Bactériologistes et 
futurs chercheurs se sont succédés par centaines dans son labo- 
ratoire et y ont acquis la technique qu'il voulait rigoureuse. 
Legroux attachait la plus minutieuse importance a Ja préparation 
des travaux pratiques : il contrdlait chaque repiquage, vérifiait a 
la loupe chaque colonie microbienne, répétait chaque réaction 
avant que le matériel fit distribué aux éléves. Pendant les travaux 
pratiques il était toujours présent, corrigeant impitoyablement 
les moindres fautes de technique, examinant les préparations au 
microscope, répétant les explications. Il se chargeait lui-méme 
d’un grand nombre de lecons et assistait a toutes, son cahier sur 
la table, notant scrupuleusement le moindre oubli ou la plus 
petite erreur du conférencier ; et la legon terminée, c’était dans 
son bureau, en téte a téte avec le conférencier, la critique la 
plus franche et la plus compléte. Aux jeunes en qui il découvrail 
la flamme de l’enthousiasme et l’ardeur au travail, il ne ména- 
geait ni les encouragements, ni les soutiens. Envers ceux qui, de 
France et d’outre-mer, s’adressaient a lui pour demander un avis 
ou un conseil, il était d’une inépuisable complaisance, d’un 
dévouement a toute épreuve ; il était le défenseur ardent, voire 
partial, des causes qu’il croyait justes el pour lesquelles i était 
toujours prét a combattre. 

Serviteur passionné de la_ tradition pasteurrenne, Legroux 
réunit, a Institut Pasteur, dans une piece de l’appartement que 
Pasteur avait habité, tous les souvenirs laissés par ce Maitre 
dans ses laboratoires successifs : appareils, microscopes, flacons 
éliquetés et écrits de sa main, modéles de cristaux taillés par 
lui-méme. 

En 1948, Legroux fut atteint par un relour offensif de la redou- 
table infection dont il n’avait jamais cessé de souffrir. Mais, 
malade, il ne renoncait pas. En 1949, il partit pour la Perse 
revoir l'Institut Pasteur de |’Iran dont il avait été le promoteur, 
qu’il avait organisé avec le Professeur Pasteur Vallery-Radot en 
1947 et dont il était le directeur honoraire. C’est 1a qu’il fut brus- 
quement terrassé. 

Ramené a Paris, Legroux ne devait jamais revoir son labo- 
ratoire sur lequel se concentraient tous ses espoirs. Atteint dans 
son étre physique, mais resté remarquablement lucide, il se terra 
dans sa petite maison de la rue de Grenelle. C’est ]a que la mort 
est venue le prendre le 10 janvier. Ses amis, ses éléeves reste- 
ront fidéles A sa mémoire : beaucoup associeront & son image 
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l’hommage durable de la reconnaissance. Ils garderont de lui le 
souvenir d’un homme qui savait allier la franchise a la cour- 
toisie. Legroux était un des derniers représentants d’une race qui 
s’éteint. Au xx® siécle il avait su garder la parfaite tradition de 
« Phonnéte homme ». 


LOUIS CRUVEILHIER 


(1878-1950) 


Louis Cruveilhier, ancien Chef du Service des vaccinations 
antirabiques, s’est éteint le 22 juillet, dans sa _soixante-dix- 
huitiéme année. 

Né le 7 mai 1873, petit-fils du grand anatomo-pathologiste, 
Louis Cruveilhier était venu dés 1902 a l’Institut Pasteur, sur les 
conseils de M. Roux, et il travailla sous la direction de Besredka, 
de Lesage, de Marie, les grandes questions du sérum_anti- 
diphtérique, du tétanos et des vaccinations. 

Dés ce moment, il était déja Vhygiéniste éclairé, auditeur au 
Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique, et souvent précurseur, 
qui luttait pour la protection de l’enfance et les questions sociales, 
ainsi qu’en témoignent de nombreuses communications aux divers 
congrés de l’Alliance d’Hygiéne Sociale. 

Aprés la premiére guerre mondiale, M. Roux lui demanda 
d’assurer la Consultation antirabique. Expérimentateur rigoureux, 
il fit de nombreuses recherches sur la rage, sur les modifications 
histologiques provoquées par la vaccination dans le systéme 
nerveux, sur la neuroprobasie du virus rabique, sur les phéno- 
ménes qui président a limmunité antirabique, tandis que, cli- 
nicien averti, il remarquait l’action favorable de la vaccination 
antirabique dans le traitement des accés épileptiformes et des 
états parkinsoniens, et enfin sur |’évolution des sarcomes mus- 
culo-aponévrotiques, prévoyant ainsi les phénomenes dits « d’in- 
terférence » dans le domaine des ultravirus, phénoménes encore 
obscurs 4 lheure actuelle. 

De méme, abordant le probleme fondamental des rapports entre 
ultravirus et cancer, il publia de nombreux travaux sur la tumeur 
de Shope. 

Mais ce n’était qu'une partie de son activité, car sa compé- 
tence d’hygiéniste l’avait fait désigner pour représenter le Gou- 
vernement francais a la Conférence Sanitaire Européenne de 
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Varsovie en 1922; l’avait fait attacher comme chargé de mission 
au Cabinet de M. Strauss, ministre du Travail et de PHygienc ; 
avait appelé a la Direction du Laboratoire du Conseil Supérieur 
d’Hygiéne Publique de France et a participer de fagon trés active 
pendant un quart de siécle 4 la défense sanitaire de ce pays, avant 
la création du Ministére de ce nom, soit en tant que membre de 
la Commission des Sérums et Vaccins, soit comme Conseiller 
technique adjoint du Ministére du Travail et de Hygiene, soit 
comme rapporteur de la Commission des Laboratoires agré¢s 
pour les analyses d’eau et de la Commission des Subventions aux 
Laboratoires d’Hygiéne. Il participa a toutes les décisions de 
Hygiene publique comme membre du Conseil Supérieur 
d’Hygiene Publique, Conseiller technique du Ministére de la 
Santé Publique, directeur scientifique du laboratoire du Minis- 
tere de la Santé Publique et de Académie de Médecine. Enfin, il 
fut directeur du laboratoire de ? Ecole pratique sanitaire de |’ Ins- 
titul Lannelongue, dirigé par M. Roux. 

En dépit de ces éminentes fonctions, chaque matin, pendant 
pres de trente ans, Louis Cruveilhier assura Ja vaccination anti- 
rabique a |’ Institut Pasteur. Lors de invasion allemande en 1940, 
il resta fidéle & son poste, comme un médecin digne de ce nom. 
Digne aussi de son passé, car il avait fait toute la guerre 
de 1914-1918, d’abord comme aide-major, puis comme meédecin 
chef du groupe de brancardiers d’une division d’infanteric. Blessé 
et décoré de la Croix de Guerre en 1915, il fut fait chevalier de 
Ja Légion @honneur a titre militaire en 1917. 

Pendant Voccupation allemande, il avait, dés leur groupement, 
donné Vhospitalité de ses propriétés du Limousin aux maqui- 
sards de ses concitoyens. Malgré le soutien et les conseils de 
prudence que leur prodiguait celui qui avait été longtemps le 
maire de leur commune, ceux-la finirent par se faire repérer 
par Voccupant, dont Vaviation vint bombarder spécialement la 
demeure ancestrale de Louis Cruveilhier. 

Héritier d'un nom illustre, Louis Cruveilhier n'a cessé d'étre, 
au cours dune belle carri¢re de savant et d@hygiéniste, le type 
méme du grand médecin franeais, lettré, parfait honnete homme, 
accessible & toutes les miséres, d’une correction de grand style 
et d'un abord charmant. L’age de la retraite n’avait pas inter- 
rompu son activité, et il continuait ses recherches dans le service 
de KR. Dujarric de la Riviere. Sa disparition sera douloureu- 
sement ressentie a l'Institut Pasteur et dans les milieux scien- 
tifiques ott il ne complait que des amis. 


SUR LA REPARTITION DU RUBIDIUM DU SANG 
ENTRE LE PLASMA ET LES GLOBULES 


par GasrreL BERTRAND et Dioiger BERTRAND. 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons démontré la présence normale du Rubidium dans 
le sang du cheval [4], puis dans celui de l’homme [2]. La pro- 
portion du métal alcalin n’est pas trés grande, mais elle est loin 
d’étre négligeable : tandis qu’il y a, par exemple, dans 1 litre de 
sang humain environ 500 mg de fer [8], 20 mg de zinc [4], 0,5 mg 
de cuivre [5], 0,02 mg de manganése [6], vingt fois moins encore 
de nickel et de cobalt, nous y avons dosé de 2 45 mg de Rubidium. 

Cette notion étant acquise, il était intéressant de rechercher si 
le rubidium est répandu d’une maniére uniforme dans la masse 
du sang ou s'il présente, au contraire, une concentration différente 
dans la partie liquide et la partie solide, dans le plasma et les 
globules, 

Pour obtenir une réponse a cette question, nous avons expé- 
rimenté sur du sang de cheval et sur du sang humain. 

Le sang est, comme on sait, un liquide trés instable, qui se 
coagule peu de temps aprés sa sortie des vaisseaux, plus ou 
moins vite selon les espéces et, pour une méme espéce, selon les 
individus dont il provient. On peut retarder cette transformation 
par divers moyens, mais on n’a pas encore vérifié si ces moyens 
sont sans action sur la perméabilité des globules quant aux combi- 
naisons minérales qui nous intéressent ici. Nous avons done essayé 
tout d’abord de séparer le plasma et les globules mécaniquement, 
sans aucun autre artifice, par une centrifugation rapide. L’expé- 
rience étant bien préparée, nous avons pu réussir une fois avec du 
sang de cheval et une fois avec du sang humain a réaliser la sépa- 
ration du plasma et du culot globulaire assez a temps pour que le 
plasma soit encore liquide et puisse étre mesuré. Encore ferons- 
nous remarquer que Ja viscosité du plasma manifestait déja une 
augmentation perceptible. La mesure du liquide était de ce fait 
un peu moins exacte que l’on pouvait le désirer, mais les diffé- 
rences constatées par les analyses entre la composition du plasma 
surnageant et celle du dépot globulaire étaient si grandes que la 
réponse a la question envisagée est apparue de la fagon la plus 
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nette. Nous avons, en effet, trouvé, en rapportant les chiffres 
aussi bien pour le culot globulaire que pour le plasma, au volume 
d’un litre : 


SODIUM POTASSIUM RUBIDIUM 
en ¢ en g en mg 


Avec le sang de cheval : 


Dans le plasma. ..... 
Dans le culot globulaire. . 


Avec le sang d’homme n° 38 : 


Dans le plasma. jhe ae 
Dans le culot globulaire 


Nous avons comparé aussi, ce qui est plus aisément réalisable 
que l’expérience précédente, le sang entier et le sérum qu il fournit 
par coagulation spontanée dans un tube tenu au repos jusqu’au 
lendemain, en position verticale. Il n’est pas difficile, dans ce 
cas, de mesurer exactement, comme nous l’avons fait, 10 cm* de 
sang entier dans une petite fiole jaugée, puis de transvaser cetle 
prise d’essai dans une capsule de platine, avec les eaux de lavage 
de la petite fiole (environ 3 4 4 cm* en deux fois), sans avoir a 
craindre une coagulation. Une prise d’essai exacte de sérum est 
effectuée de la méme maniére [7]. 

En opérant sur le sang du méme cheval et celui du méme 
homme (n° 38) que ci-dessus et sur un second sang humain (n° 35), 
les résultats suivants ont été oblenus : 


SODIUM POTASSIUM RUBIDIUM 
en g en g en mg 


Avec le sang de cheval : 


Dans le sérum , ue 
Dans le sang entier. . . 


Avec le sang d’homme : 


Dans le sérum (n° 38). . 
Dans le sérum (n° 35). : 
Dans le sang entier (n° 38) . 
Dans le sang entier (n° 35) . 


La teneur en rubidium beaucoup plus élevée du sang entier que 
du sérum ne peut tenir, comme dans les expériences précédentes, 
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qua la présence des globules. On rencontre ordinairement par 
cenlimétre cube environ 4 millions de globules chez le cheval et 
prés de 5 millions chez ’homme. La numération avait donné 
pour le sang de homme n° 38 (agé de 24 ans), 4 200 000 et pour 
celui de homme n° 35 (agé de 52 ans), 4 400 000. 

En opérant sur une douzaine de sujets adultes du sexe masculin, 
nous avions trouvé antérieurement [8] des quantités de rubidium 
allant dans 1 litre de sang entier de 1,63 mg a 4,95 mg, soit une 
quantité moyenne de 3,15 mg. Afin d’atteindre un degré d’approxi- 
mation plus étroit quant a la teneur moyenne du sérum, nous 
avons préparé et analysé six autres échantillons de sérum ayant 
comme origine de jeunes hommes affectés au service militaire. 
Les résultats de ces analyses, rapprochés de ceux des sérums 
n° 35 et n° 88, donnent le tableau suivant : 


SODIUM POTASSIUM RUBIDIUM 


NUMEROS DES SUJETS 
en g en g en mg 


Dee eee 3,64 
o: er 3,24 
23 3,64 
24 aS 3,27 
oT fea. 3,48 
OR aust cay il 
Ae Ped can, de) 3,30 
Rome Phat efi 2,93 


1,22 
0,62 
4,18 
0,53 
1,59 
1,09 
1,80 
1,14 


coocoocoeooo 

sure Selh Csi <5) GANS 
FPOoOorFOrFC.F 
WOO Om, OK 


Totaux 21,24 ORT 
Ecarts sec De 2,93 a bs a 5 |) 1G) Osa Gi 


Moyennes Beet!) 4,14 


En résumé, on peut dire que le rubidium contenu dans le sang, 
a coté du sodium et du potassium, est réparti d’une maniére 
trés inégale entre le plasma et les globules : il y a environ 
trois fois plus de rubidium dans les globules que dans la partie 
liquide les tenant en suspension. 

Compte tenu des limites d’exactitude des méthodes d’analyse 
employées, ce rapport ne change pas quand le sang se coagule, 
de sorte que pour un sang donné, le sérum a trés sensiblement 
la méme teneur en rubidium que le plasma. I] en est de méme 
quant aux deux autres métaux alcalins également dosés. 

On savait depuis longtemps que le potassium est en propor- 
tion plus élevée dans les globules que dans le plasma, alors que 
le sodium se trouve presque enti¢rement dans ce dernier [9]. 
On est ainsi conduit & penser que le potassium intervient dans 
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les globules comme biocatalyseur, alors que le sodium agit 
suriout comme régulateur de la pression osmotique. 

D'aprés les résultats que nous venons de présenter, le rubi- 
dium se placerait done a colé du potassium aussi bien au point 
de vue biologique qu’au point de vue chimique. 
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INFLUENCE DES COLORANTS BASIQUES 
SUR LA PHAGOSTASE PAR LA TRYPAFLAVINE (°) 


par W. MUTSAARS. 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Université libre de Bruxelles.) 


Lactivité antiparasitaire ou bactériostatique des dérivés de 
lacridine peut étre inhibée par diverses substances. En 1922 
déja, Browning et Gulbransen [4] signalaient que, chez la souris, 
Veffet trypanocide de la trypaflavine était diminué par l’ingestion 
préalable de parafuchsine, la souche de trypanosomes utilisée 
étant fuchsino-résistante. A. Hassko [2] inocule une souche de 
Nagana a des rats ou a des souris; lorsque l’infection est 
maximale, il injecte le dérivé d’acridine, préléve ensuite du sang 
citralé, et recueille par centrifugation fractionnée les trypa- 
nosomes dont il extrait par l’alcool le colorant absorbé. Chez les 
rats traités initialement par du violet de méthyle et recevant 
ensuite de Ja trypaflavine, les trypanosomes fixent moins de trypa- 
flavine ; il y aurait saturation préalable du protoplasme du parasite 
par le dérivé du triphénylméthane. 

Plus récemment, MclIlwain [8] a montré que des extraits 
alealins de levure, l’acide nucléique, la pyocyanine, le bleu de 
méthyléne et le bleu de crésyle brillant étaient des substances 
antagonistes de l’euflavine ; en leur présence, le colibacille se 
multiplie dans un milieu contenant des quantités bactériostatiques 
deuflavine. Silverman et Evans [4] ont étudié V’action de la 
spermidine, de la spermine et de certaines polyamines telles que 
la tétraéthyléne pentamine sur l’inhibition de la croissance du 
colibacille par Vatébrine. Ils ont montré que d’autres amines 
telles que lisopropylamine et certains acides aminés, ainsi que 
Vacide paraaminobenzoique étaient sans effet. Au cours d'un 
autre travail [5] ces mémes auteurs ont constaté un léger anta- 
gonisme entre la riboflavine et l’atébrine. Madinaveita {6}, mettant 
a profit les besoins du lactobacillus casei ¢ en riboflavine comme 
facteur de croissance, a vu que l’effet de divers antimalariques 
sur cet organisme était inhibé par un exces de riboflavine. I] en 
est ainsi pour la mépacrine, la quinine, la propamidine et Je bleu 


(*) La phagostase, par analogie avec la bactériostase, est l’arrét du 
développement du bactériophage, sans destruction directe de celui-ci. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 80, n° 4, 1951 Qe 


344 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de méthyléne, mais la riboflavine en exces n’inhibe pas, entre 
autres. le cristal violet, la chloramine T, le formol, Vacide sali- 
eylique et la pénicilline. 

Miller et Peters [7] ont confirmé les résultats de Silverman ct 
Evans. D’autre part, Ferguson et Thorne [8] ont étudié et class¢ 
cinq aminoacridines selon leur activité sur la croissance du coli- 
bacille. Ce classement ne correspond pas a celui que l’on obtient 
en étudiant leur activité sur Voxydation, par ce méme germe, du 
elucose, de acide lactique, de Pacide pyruvique, de asparagine 
et de Vacide oléique. Il n’y a pas, dans ce cas, d’antagonisme 
riboflavine-acridine. Ces auteurs sont d’avis que le mécanisme 
d’inhibition de l’oxydation de ces substrats n’est pas le méme 
que celui intervenant dans la bactériostase. 

C. I. Wright et Jean C. Sabine [9] ont essayé Vaction de 
Vatébrine sur certaines activités biochimiques de Ussus de rat 
(foie, cerveau et rein); ils admettent un effet sur la respiration 
(chute de la consommation d’oxygéne aprés stimulation tran- 
sitoire) par lV’intermédiaire du ferment jaune. Haas {40} a montré 
une inhibition de lactivité de la cytochrome réductase par 
Vatébrine ; il y aurait une réaction irréversible entre latébrine 
et la flavoprotéine libre, Pantimalarique élant en compétition avec 
le groupement prosthétique de Venzyme. L’alloxazine mono- 
nucléotide empéche Vaction de l’atébrine. Schleser et Schnitzer [44] 
ont observé un antagonisme entre l’acriflavine et lester méthylique 
de Vacide parahydroxybenzoique, Vester méthylique de lacide 
nicoltinique et la nicotinamide ; leur matériel expérimental étant 
constitué de. trypanosomes. 

Récemment, Silverman [42] a signalé que certains ions métal- 
liques bivalents: Ca++, Mn++, Bat+, empéchaient l’action de 
Patébrine sur la croissance du colibacille, 

Ces résultats sont 4 rapprocher de ceux de Massart, Deley et 
Vercauteren [43]. Ces auleurs ont remarqué que, sous l’influence 
de sels, la quantilé de trypaflavine fixée par le colibacille 
diminuait, les ions monovalents étant moins actifs que les 
bivalents, ceux-ci que les trivalents, tels que par exemple Al+++. 

Il en est de méme (Massart et Vanderhoeden) [44] pour la baso- 
philie de la caséine, celle-ci fixant moins bien la trypaflavine et 
le bleu de méthyléne en présence de sels ; ef pour action toxique 
de la trypaflavine et de la quinine sur les tétards de grenouille 
(Massart et Coussens) [45], diminuée également par addition de 
KCI ct surtout MgCl’. Enfin, Vaction inhibitrice de la trypatlavine 
sur la respiration du colibacille est également empéchée par les 
tons Nat et Mg++ (Massart, Van den Daele et De Nayer) [46]. 

Comme les dérivés de Vacridine empéchent le développement 
du bactériophage anti-coli a des concentrations encore bien 
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lolérées par le germe sensible, il était intéressant d’essayer effet 
de certaines des substances antagonistes énumérées.  L’effet 
inhibiteur de lacriflavine sur la multiplication du hactériophage 
anti-coli est neutralisé, ainsi que l’a montré Andrew J. Smith [47], 
par acide nucléique de la levure, la riboflavine, la thiamine, la 
nicotinamide et le lauryl-sulfate de sodium. 

Au cours de ces essais, nous avons éprouvé l’action de divers 
colorants basiques sur le développement du bactériophage anti- 
coli normal (% N) [48] sur des plaques de gélose trypaflavinée. La 
technique utilisée est celle de Gratia modifiée par Hershey. Les 
boites de Petri renferment de la gélose 4 2 p. 100 contenant de 
la trypaflavine a raison de 0,0002 g p. 100 de gélose. Sur ce 
milieu de base on coule de la gélose 4 0,7 ¢ p. 100 également 
trypaflavinée, et maintenue fluide a 50° environ, a laquelle on 
incorpore un mélange d’une dilution appropriée de bacté- 
riophage » N et d’une cullure de colibacille en bouillon ordinaire, 
digée de vingt-quatre heures. On choisit une dilution de bacté- 
riophage donnant, coulée sur gélose ordinaire, un nombre de 
taches facilement comptable (en général de 200 & 800 taches par 
boite de Petri), Une telle dilution ne donne jamfis naissance a une 
tache sur gélose trypaflavinée. 

Pour un essai rapide des colorants antagonisles, nous nous 
sommes inspiré de la technique bien connue du dosage des anti- 
biotiques, technique reprise par Nicolle et Mimica [49] au cours 
de leur étude sur les agents antibactériophagiques. Au centre 
de la gélose trypaflavinée de base encore fluide on dispose un 
godet stérile en porcelaine poreuse. Aprés solidification de la 
eélose, en remplit le godet d’une solution concentrée du colorant 
i éprouver, on laisse diffuser celle-ci pendant vingt-quatre 
heures. On coule ensuite sur la plaque ainsi préparée le mélange 
de gélose a 0,7 p. 100, également trypaflavinée, et contenant le 
complexe colibacille + bactériophage concentré. Aprés séjour 
a l’étuve, et si on a utilisé par exemple comme colorant anta- 
goniste du bleu de méthyléne, on observe, en allant du centre 
vers la périphérie de la plaque : 1° Une zone de gélose appa- 
remment vierge, la concentration de bleu de méthyléne y étant 
bactériostatique. 2° Une zone annulaire de taches de bactério- 
phagie plus ou moins confluentes. 3° Une zone concentrique ott 
le colibacille a poussé en nappe continue, la trypaflavine ayant 
empéché l’apparition des taches. 

Cette technique, utilisée pour les essais qualitatifs préalables, 
a été remplacée par une méthode permettant d’évaluer quantita- 
tivement l’effet antagoniste du colorant basique sur la trypa- 
flavine. Nous la décrirons en exposant les essais avec le bleu 
de méthyléne ; elle a été utilisée pour tous les colorants étudiés, 
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Action des thiazines. 


BLEU DE METHYLENE. — On prépare des solutions slériles de 
bleu de méthyléne (B extra Merck) a 0,1 p. 100 et 1 p. 100. 
On dispose, d’autre part, de deux séries de tubes contenant, les 
uns, de la gélose fluide a raison de 25 em* par tube ; les autres 
une quantité identique de gélose fluide a 2 p. 100 mais trypa- 
flavinée a 0,0002 p. 100. A ces deux séries de tubes on incorpore 
des quantités croissantes de bleu de méthyléne a 0,1 et 1 p. 100, 
a savoir 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 cm*®. On mélange convena- 
blement le colorant a la gélose et lon coule en boites de Petri. 
Pour chaque essai, on réserve deux boites de Petri, lune ne 
contenant que de la gélose ordinaire, l'autre de la gélose trypa- 
flavinée. Hl est préférable d’établir ces deux séries de boites 
vinet-quatre heures d’avance. Au moment de l’essai, on mélange 
10 cm* d’une dilution a 10—° de bactériophage yg N a 40 cm? 
dune culture en bouillon ordinaire de colibacille agée de 
24 heures. Ce mélange est conservé dans de la glace afin 
d’éviter toute multiplication du bactériophage au cours de 
Vensemencement des deux séries de boites de Petri. Celui-ci 
se pratique en prélevant 0,5 cm* du mélange que lon incor- 
pore a 4,5 cm* de gélose ordinaire a 0,7 p. 100, fluide et main- 
tenue a 50° environ. Le tout est alors coulé sur une boite de 
Petri de la série gélose ordinaire au bleu de méthyléne. 
On opére de méme pour la série gélose trypaflavine au bleu 
de méthyléne, mais l’on remplace la gélose ordinaire a 0,7 p. 100 
par de la gélose trypaflavinée. La lecture se fait aprés séjour 
de vingt-quatre heures 4 37°. Des essais similaires ont été faits 
au moyen de gélose au rivanol 4 0,00175 p. 100. 

Nous donnons (tableau I) les résultats d'une expérience 
montrant Pantagonisme entre le bleu de méthyléne et la trypa- 


TaBLeau I. 


RLEU DE METHYLENE SERIE A SERIE B 
OUOME oe cut, ime eet sence 630 0 
Doi errs os WUD Ge 564 0 
Os2hem? a 05. py L00r 533 53 
OPER CING.. Ot neespoh oie tel: 462 297 
OFGREMIS: cco. 5s eke 548 384 
QSmEMOSS. «cere. sue wens 546 390 
AP CIVIGoED:. so.” ocean ee 306 324 
02cm3 ai p. 100... , 339 354 
OFevemeraed \p..400 9. ses 278 225 
ONG SCI SAeree ss: x rom ceeeee 416 83 
OSS7 CE ermmeiis 6, ol Jepcates ale 52 27 
4 cm3, 0 
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flavine ; la série A est a base de gélose ordinaire, la série B 
a base de gélose trypatlavinée, les plaques conliennent des 
quantités croissantes de bleu de méthyléne. Les chiffres indiquent 
le nombre de taches de bactériophage sur chaque plaque. 

On observe qu’en gélose ordinaire le bleu de méthyléne 
lui-rméme a un effet phagostatique. Dans cette expérience, cet 
effet devient évident a partir de la plaque contenant 1 em 
de bleu de méthyléne a 0,1 p. 100. Cet effet est initialement 
masqué dans la série B par Vantagonisme du bleu vis-a-vis de 
la trypaflavine, ce qui a pour résultat de faire passer la récolte 
en taches de bactériophage de 0 a 390 (avee 0,8 em*® de bleu 
i 0,1 p. 100). A des concentrations plus fortes, l’effet phago- 
statique du bleu se fait sentir, et le nombre de taches finit. par 
se réduire & nouveau a 0. 

Nous donnons ci-aprés (tableau IL) la moyenne des résultats 
de 10 expériences en gélose ordinaire, en gélose trypaflavine 
et en gélose rivanol. Pour chaque série la premiére colonne 
indique le nombre moyen detaches trouvées sur chaque 
plaque, la deuxiéme colonne le pourcentage de taches sur 
chaque plaque par rapport a la plaque de gélose ordinaire sans 
bleu de méthylene ; on admet que sur cette plaque le nombre 
de taches est maximal. 

Tabieau If. 


GELOSE GELOSE GELOSE 


BEDE MELEE ordinaire trypaflavine rivanol 


p- 100 
ORCI ae : 448 100 

0,4 ema 0, 1p. 100. 420 94 
032 cm? a 0 eP 400.; 3:9 84 
OL 4xCmeae a5. : 3717 83 
OG CHIPS: 5 boo arc 378 83 
Osun te. 322 1 
4 cm? ae - 236 Dy 
0,2em! a tp. 400. 205 45 
0,4 cme eae 4 444 31 
0,6 cm’ Feet 54 42 
Ongecmasice hy acne 47 
AW CTVIE Eo aya el lee 3 


Le bleu de méthyléne neutralise donc aussi bien le rivanol que 
Ja trypaflavine et cet antagonisme est réciproque, dans les 
deux eas et en moyenne. En effet, quand on examine [action 
des concentrations élevées de bleu de méthyléne, on constate 
que les pourcentages sont légérement supérieurs dans les séries 
trypaflavine et rivanol, comparativement 4 ceux de la série gélose 
ordinaire. 
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BLeu bE ToLuipine. —- Parmi les autres colorants du groupe 
des thiazines, nous avons essayé le bleu de toluidine. Le 
tableau III indique la moyenne de 10 expériences faites avec ce 
colorant, utilisé aux mémes concentrations et dans les mémes 
conditions que le bleu de méthylene. 


Tasgau III. 


GELOSE GELOSE GELOSE 
BLY DE TOLULDINE ordinaire trypaflavinée rivanol 
p- 100 p. 100 p- 100 
Oxcmeie 396 100 0 0 tee i 4 
0,1 cm? a 0, 4 Pe 400. 356 89 A 0,2 30 gh bas 
0.2 em? Son 89 8 2 7 Ast 
Oem? Bes es 336 84 43 40,7 4416 29 
0,6 CONS SB iotmye teu see 326 *0 89 22 462 40,5 
(UPRSINOLTTEA ES” te edenk a 1 304 76 {22 30,5 201 50 
AP CTA PAS aie ea: 258 64,5 4418 OS) 474 | 43,5 
0,2 cm? a! p. 100 233 58,2 420 30 476 44 
USCS. Ga des. 454 38,5 100 25 427 31,7 
OMG Rem? ee eee 401 20,5 63 15 65 416 
O;Skemit es feta. 4 49 EN Oanes 22 5,5 40 4,7 
LCT cle ame See 45 Bet 10 2,5 ft 0,4 


Turonine. — Le bleu de méthyléne dérive de la thionine, par 
méthylation complete des deux groupements aminés de celle-ci. 
Nous avons done également essayé la thionine, et donnons au 
tableau IV les moyennes de 10 expériences. 


TaBLeau IV. 


F GELOSE GELOSE 
Felons ordinaire try paflavinée 

p. 100 p- 100 
Ocm? . mee 5 100 0 
(ome a 0,4 p. leer j 93 1,4 
0,2 cm? - He af ¢ 86 4 

(4 ene eens. oa es 70 40 


CHa Ci G8 Me 0 One 34 68 20 
OFSHC Sty rcmemeames: A. eer 66 23 


AVem? 2 fo 54 24 
0,2 cm? a : i ea ee Qe 54 : 28 
Ooms : 35 23 
0,6 cm’ . A nee 4 28 49 
0,8 cm a 4 p- TOG 20 § 16 
4 cm, Ah 44 


Azur DE METHYLENE A. — Une thiazine intermédiaire entre la 
thionine, dont les groupements aminés sont libres, et le bleu de 
méthyléne aux fonctions aminées méthylées nous est fournie par 
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Vazur de méthyléne A. Ce colorant est une diméthylthiazine, un 
groupement aminé étant libre, l’autre complétement méthylé. Le 
bleu de toluidine est une triméthylthiazine, mais le troisiéme 
groupement méthyle n’est pas situé au niveau d’un groupement 
aminé. Le tableau V est la moyenne de 10 expériences faites avec 
Vazur de méthyléene A. 

TasBieau V. 


AZUR DE METHYLENE A GELOSE GELOSE 
ordinaire trypaflavinée 
p- 100 
eer Uh eran 100 
ema) Oe. 100) en - 91 
CAA Ha haba pera giring! 89 
89 
84 
84 
Oe teh ed a 80,2 
2 a4 p. 100, a. 4 m4 
CAP ety An ee ee eee 55 
23 
0,9 


0 
0 
0 
0 
0 
0, 
4 
0 
0 
0 
0 
4 


Le bleu de méthyléne nouveau, ot. chaque fonction aminée est 
monosubstiluée par un groupement éthyle (Gl y a également 
addition de deux groupements méthyle, mais pas au niveau des 
groupements aminés), a été essayé également. I] donne, a la 
concentration de 0,4 cm* de la solution 4 1 p. 100 dans 25 cm® de 
eélose trypaflavinée, environ 67 p. 100 du nombre detaches 
obtenues en gélose ordinaire. 

Nous avons également fait essai du vert de méthyléne, qui 
est obtenu par nitration du bleu de méthyléne et posséde done 
un groupement NO?. L’antagonisme de ce corps vis-a-vis de la 
trypaflavine a été bien moins prononcé. Utilisé a sa_ concen- 
tration optimale de 0,2 cm* de la solution a 1 p. 100, en milieu 
trypaflaviné, on n’obtient que 7,7 p. 100 du nombre de taches en 
gélose ordinaire. 

Quant au violet de méthyléne, colorant a la fois thiazine et 
thiazone, qui s’obtient a partir du bleu de méthyléne, en rem- 
plagant une des deux fonctions aminées diméthylées par un atome 
d’oxygéne, son pouvoir antagoniste est nul. Il est d’ailleurs 
doué d’assez fortes propriétés phagostatiques. A la concentration 
de 0,2 cm* de la solution a 1 p. 100, pour 25 cm’ de gélose 
ordinaire, il ne donne plus que 10 p. 100 environ du nombre de 
laches sur la gélose ordinaire témoin. 

Parmi les antihistaminiques de synthése le phénergan 
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ou 3277 RP possede une formule se rapprochant de celle des 
thiazines. Il en différe par l’absence de fonctions aminées sur le 
noyau, alcoylées ou non, et par le fait qu’une chaine latérale 
CH 
| CH? N. (CH)? est rattachée & TN central. Ce produit 
CHé 
ne posséde pas d’effet antitrypaflavinique, pas plus que le 
diparcol, dont la chaine latérale est CH? — CH? —N. (C?H’). 


Action des oxazines. 


BLEU DE CRESYLE BRILLANT. — Rappelons que les oxazines 
different des thiazines par remplacement de l’alome S par un 
atome O. Nous disposions du bleu de crésyle brillant, qui est 
Vhomologue oxazine de la thiazine azur A. Le tableau ci-apres. 
qui représente la moyenne de 10 expériences, montre leffet de ce 
colorant (tableau VI). 

TaBLEAu VI. 


GELOSE GELOSE 


BLEU DE CRESYLE BRILLANT retire Bea 
ordinaire trypaflavinée 


CIS Teme ae i eos 
siaCIn ona O AN ped O0ln ee 
33 


Sat p. 400. . 


Une autre oxazine essavée est le bleu de Nil (sulfate). Ce 
colorant a un effet moins prononeé que le préeédent. A son 
optimum de concentration (0,4 cm* de la solution a 1 p. 100) 
il fait apparaitre sur gélose trypaflavinée 24 p. 100 des taches 
apparaissant sur @élose ordinaire. 

D’autres oxazines ont donné des résultats négatifs. Citons le 
bleu de gallamine (oxazine carboxylée), qui ne posséde cependant 
aucun effet antibactériophage, et la gallocyanine ou violet. solide, 
voisine du bleu de gallamine. 


Action des azines. 


; es aye: 
L’atome S des thiazines est ici remplacé par un alome N. Nous 
avons essayé le rouge neutre qui, par sa structure, ressemble au 
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bleu de toluidine. A Ja concentration de 0,4 cm? de la solution 
a 1 p. 100, son rendement en taches de bactériophage est 
de 80 p. 100 de celui de la gélose ordinaire. Il est a remarquer 
que ce colorant a un pouvoir phagostatique nul. A la plus forte 
concentration essayée (1 em* de la solution & 1 p. 100), il y a le 
méme nombre de taches qu’en gélose ordinaire. Il différe en ceci 
de tous les colorants déja cités et il est probable que son excellent 
rendement est dui précisément a Vabsence d’effet phagostatique. 

La safranine T, azine avec un noyau phényle ajouté a lun des 
atomes centraux d’azote, a donné des résultats négatifs. 


Autres classes de colorants. 


La chrysoidine est un diazoique ; il ne neutralise en aucune 
facon la trypaflavine, et ceci bien que, jusqu’a une concen- 
tration de 1 cm* de la solution 4 1 p. 100, son activité phago- 
statique propre soit faible. A des concentrations plus fortes 
(0,6 cm*® de la solution a 1 p. 100) il se dessine un effet bactério- 
slatique ; au lieu d’une nappe continue de colibacilles, on n’ observe 
plus que des colonies isolées. 

Il en est de méme pour le violet cristallisé, colorant basique 
dérivé du triphénylméthane. Ce colorant présente un effet bactério- 
statique bien connu sur les germes Gram-négatifs ; les cultures 
sur gélose ordinaire contenant 0,4 cm* de la solution a 0,1 p. 100 
sont déja fort maigres, bien qu’encore en nappe continue. L’effet 
phagostatique de ce colorant est également fort marqué. 

Un autre dérivé du triphénylméthane a attiré notre attention : 
la parafuchsine. En effet, ainsi que nous l’avons mentionné, ce 
colorant neutralise la trypaflavine in vivo, chez le rat et la souris 
infectés de trypanosomes [4]. Nous donnons ci-aprés les moyennes 
des expériences exécutées avec ce colorant (tableau VII). 


Tasieau VII. 


GELOSE GELOSE 
PARAFUCHSINE Grdinaire tripaflavinée 


(aS a p- 100 
ORCINo grew cae kee: 
0,4 cm? 40.1 p. 100. . 
WO Gites o 6 5 6.6.6 6 
0,4 cms. 

6,6 cm?. 

0,8 cm? . 

ARGU? e een ce mers oe aS 
(5) CHO) si qi eS Gs 
(NSS Crees, cee tee ee ee 
0,6 cm? . 

0,8 cm? . 

AVem?. 


bow 


= 
KIrAwnrn-coco rccoo 
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La parafuchsine antagonise donc légérement laction de la trypa- 
flavine. Son action phagostatique est peu marquée ; a la plus 
forte concentration utilisée le rendement est encore de 70 p. LOO 
de celui de la gélose ordinaire ; cependant, en milieu trypa- 
flaviné, addition de parafuchsine a la concentration optimale ne 
donne qu’un rendement de 13 p. 100. 

Nous avons finalement essayé la riboflavine, dont Madinaveita 
a observé un effet antagoniste vis-a-vis de la mépacrine et du 
bleu de méthyléne {6}. Cette substance s’est révélée inactive. 


Discussion. 


L’action bactériostauque des acridines est due, selon Massart. 
a leur fixation sur les acides nucléiques. Cet auteur a observé un 
antagonisme entre la trypaflavine et les cations métalliques, le 
bleu de méthyléne, le violet cristal, le sulfate de protamine, la 
streptamycine et la spermine. Tous ces corps antagonistes ont la 
hasicilé comme caractére commun. Massart admet que, apres 
formation d’un complexe électro-adsorpll entre la nucléoprotéine 
électro-négative et par exemple la trypaflavine électro-positive. 
il peut y avoir déplacement de Vion acridinium par un autre ion 
basique. Seul intervient, semble-t-il, le caractére basique ; la 
structure moléculaire n’a aucune importance, puisque lon observe 
des antagonismes aussi bien sous l’action de Ca++ que sous celle 
de la protamine. Nous nous sommes limité ici a [étude des 
colorants basiques ; nous n’avons done aucune opinion quant a 
Paction des autres substances énumérées sur la réaction trypa- 
flavine-bactériophage. 

Celle restriction faite, il apparail nelttement que tous les 
colorants basiques essayés ne possedent pas la capacité dinhiber 
Veffet de la trypaflavine. 

Les colorants basiques a structure neltlement différente de celle 
des azines, thiazines el oxazines nront pas en général d’effet 
antagoniste ; c'est le cas de la chrysoidine, du violet cristallisé. 
Mais la parafuchsine, qui appartient au groupe du triphényl- 
méthane, manifeste une légére mais indéniable action antagoniste 
(13 p. 100 de rendement, alors que la moins active des oxazines, 
le bleu de Nil, a un rendement de 24 p. 100). 

Le caractére basique de la molécule intervient vraisembla- 
blement dans la genése de l'effet antagoniste, mais ce n’est pas le 
facteur unique. Un autre élément est la structure du colorant. 
Une acridine, une thiazine, une oxazine, une azine, présentent des 
analogies de structure. Ces analogies facilitent la substitution, a 
la molécule dacridine fixée sur le colibacille, d’une molécule 
d'un des dérivés cilés de la quinone-imine. 


COLORANTS BASIQUES 353 


Les études énumérées ont pu mettre en évidence un effet des 
acridines sur diverses réactions enzymatiques, mais ces recherches 
n’ont pas éclairé le probleme du mode d’action de la trypa- 
flavine sur la multiplication du bactériophage. Cependant, quel 
que soit ce mode d’action, la fixation de la trypaflavine sur le 
substrat se fait en fonction de son caractére basique et aussi de 
sa structure moléculaire. L’effet phagostatique de Ja trypa- 
flavine est considérable, la gélose que nous avons utilisée, & teneur 
de 0,0002 g p. 100 de trypaflavine, supprime la production de 3 
a 500 taches de bactériophage. L’action phagostatique des 
thiazines ne se manifeste que pour des concentrations bien plus 
élevées ; pour le bleu de méthyléne il faut atteindre dans la gélose 
une teneur de 0,004 g p. 100 pour supprimer 4 peu prés comple- 
tement les taches de bactériophage ; i] en est de méme pour l’azur 
de méthyléne A ; quant au bleu de toluidine et a la thionine, cette 
teneur n’entraine pas la disparition des taches. En présence d’un 
excés de bleu de méthyléne par exemple, la trypaflavine fixée sur 
le substrat est en partie déplacée par le bleu jusqu’éa lobtention 
d’un état d’équilibre. Ce déplacement est favorisé par l’identité 
de structure générale entre ces deux colorants. Les deux molécules 
différent toutefois par leur fonction phagostatique, bien moins 
marquée dans le cas du bleu de méthylene. La substitution au 
niveau du substrat colibacillaire d’une molécule de bleu de 
méthyléne a une molécule de trypaflavine se solderait done par 
une diminution de la phagostase. Pour obtenir un rendement 
maximal en taches de bactériophage sur milieu trypaflaviné, 11 
faut un large excés de bleu, correspondant, en poids, a seize fois 
la quantité de trypaflavine mise en ceuvre. 

Le rendement en taches de bactériophage sur gélose trypa- 
flavinée, par addition d’un colorant du groupe des_thiazines, 
oxazines ou azines, dépend done de deux facteurs : 1° le pouvoir 
du colorant de se substituer 4 la trypaflavine; 2° le pouvoir 
phagostatique propre de ce colorant. Si l’on classe les thiazines 
d’aprés leur rendement maximal en milieu trypaflaviné et si l'on 
note simultanément leur rendement, pour la méme concentration, 
en gélose ordinaire, on observe un parallélisme entre les deux 
classements. Le rendement en gélose trypaflavinée est en raison 
inverse du pouvoir phagostatique du colorant en gélose ordi- 
naire. 

Remarquons encore, d’apres cette liste, que le rendement en 
gélose trypaflavinée, ou inversement le pouvow phagostatique 
semble dépendre de la méthylation des groupes aminés, celle-ci 
entrainant l’augmentation du rendement, la diminution de la 


phagostase, 
La nitration (vert de méthyléne) diminue le rendement en gélose 
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GELOSE GELOSE 
trypaflavinée ordinaire 
p- 100 p- 100 
Bleu de méthyléne, 0,8 cm? a 0,4 p. 100. 55 wel 
IN ATIO IN (DY) Coser? Gh AEs SI 5 vas 49 7A 
Bleu de toluidine, 1 cm? a 0,1 p. 100 ae 30 64,5 
Thionine, 0,2 cm? a 1 p. 100 A Boalt ‘ 28 54 
Vert de méthyléne, 0,2 cm? a1 p. 100. . i U 30 


trypaflavinée, Vintroduction d’O a la place d'un groupement 
aminé (violet de méthyléne) le réduit a zéro. 

Le bleu de crésyle et le bleu de Nil sont les deux oxazines dont 
nous disposions. Si l’on peut considérer que le bleu de crésyie 
a une structure générale correspondant a union de deux noyaux 
de Vindamine par un alome d’oxygéne, le bleu de Nil n’en 
différe que par la substitution d’un noyau naphtylamine a lun 
des noyaux en C®. Pour le reste, ces deux colorants ont un grou- 
pement aminé libre, Vautre est méthylé dans le cas du bleu de 
crésyle, éthylé dans le cas du bleu de Nil. Ces deux colorants 
ont un bon rendement en gélose trypatlavinée ; il en résulte que 
le remplacement d’un noyau en C® par un noyau naphtylamine 
na pas d’influence sur celui-ci. La fixation du colorant sur le 
substrat colibacillaire se ferait donc par le cdté de la molécule 
portant les groupements aminés, et non par le coté opposé, ott i) 
existerait une géne slérique. 

Dans le cas des azines, on observe que le rouge neutre a un 
excellent rendement en gélose trypaflavinée ; la safranine T i’a 
aucun effet; or, la safranine présente, du cdté de la molécule 
portant les groupements aminés, un noyau en C® qui doit 
empécher la coaptation, par ce cdté, de la molécule. 


CONCLUSIONS. 


1° Les colorants des groupes thiazine, oxazine et azine anta- 
gonisent Teffet de la trypaflavine sur la multiplication du bacté— 
riophage anti-coli. 

2° Sans mer le role de la basicité dans cet antagonisme, les 
analogies de structure entre la trypaflavine et les colorants 
énumérés interviennent également. 

3° La fixation sur le substrat semble se faire par le coté de 
la molécule portant les groupements aminés. 
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EXTRACTION DE LA TOXINE TETANIQUE 
A PARTIR DES CORPS MICROBIENS 


par M. RAYNAUD « 


[avec la collaboration technique de J. RIZA] (°). 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Introduction. 


Nous avons montré, dans des notes antérieures, qu'il était 
possible d’extraire la toxine tétanique des corps “microbiens 
lavés [1, 2, 3]. Nous rapportons ici en détail les expériences que 
nous avons effectuées sur ce sujet. 


‘TECHNIQUES. 

Les corps microbiens ont été obtenus par culture en milieu V. F. 
glucosé a 2 p. 1 000 et ajusté a pH = 7,0, sauf indications 
contraires. Le bouillon, réparti en Erlenmeyers de 1 1, est ense- 
mencé, aprés désaération par chauffage, avec deux tubes de 
culture (tubes scellés ou tubes de Hall) agée de dix-huit 
heures (37°), soit 10 4 15 cm*. La culture_est-faite 4 37° ou a 35° 
pendant une durée variable. 

Les germes sont recueillis par centrifugation, dans un centri- 
fugeur Jouan de 4 1, tournant 4 8 600 tours/minute pendant trente 
minutes. La centrifugation était effectuée a la température 
ordinaire lors de nos premiéres expériences, les liquides étant 
préalablement refroidis a O°- + 4°. Par la suite, quand nous 
avons disposé de chambres froides, la centrifugation a été faite 
ai 0°. Les germes sont ensuite lavés trois fois avec un grand 
volume (4 1) de liquide, de leau distillée en général, puis remis 
en suspension dans un volume plus faible d’eau_ bidistillée. On 
préleve une partie aliquote de la suspension ainsi réalisée pour 
doser lazote total par la méthode de Kjeldahl. On fait ensuite, 
pour les expériences comparatives, des lots égaux de cette 
suspension ; on centrifuge chacun d’eux sur de petites centri- 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 14 décembre 1950. 
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fugeuses & 5000 tours/minute pendant vingt minutes, toujours 
a 0°. Chacun des culots égaux ainsi obtenus est repris par un 
volume déterminé de liquide extracteur, en général égal au 1/10 
du volume du bouillon initial. On laisse cette suspension au repos 
a 0°. Au bout d’un temps variable suivant les cas (vingt-quatre 
heures, cing jours), on centrifuge & nouveau. Les corps microbiens 
résiduels sont éliminés. Le liquide surnageant constitue « l’extrait 
microbien ». Il est filtré sur bougie soit directement, soit aprés 
dilution au 1/10. On préléve une partie aliquote avant filtration 
pour le dosage de l’azote total de l’extrait. On a filtré de méme 
le bouillon obtenu aprés élimination des corps microbiens et les 
eaux de lavage, qui seront appelées souvent, au cours de cet 
exposé, Ll, L2, L3 et L4. Dans tous ces liquides : bouillon, eaux 
de lavage, extraits, la quantité de toxine présente est délerminée 
par injection a la souris de 18-20 g. La dose minima mortelle 
(dose provoquant la mort en quatre jours, avec signes classiques 
de tétanos, de 100 p. 100 des animaux inoculés) est déterminée 
en utilisant 4 souris par dose, parfois 8 souris. On injecte 1 cm* 
de dilution appropriée a la patte postérieure. Les dilutions sont 
faites en eau peptonée salée (NaCl 9 g, peptone 10 g, eau dis- 
tillée 1000 cm*; stérilisation a l’autoclave). Ce liquide, recom- 
mandé par Pillemer {4] aprés Mutermilch [4 bis], permet d’éviter 
les dénaturations occasionnelles de la toxine que l’on_ observe 
parfois lorsqu’on effectue les dilutions avec de leau_physio- 
logique. On change de pipette a chaque dilution pour éviter 
Vinfluence perturbatrice éventuelle de Vadsorption de la toxine 
sur le verre signalée par Mutermilch et ses collaborateurs [5] et 
confirmée par Pillemer [4]. Pour chaque animal inoculé, on note 
la date d’apparition du tétanos localisé, puis du tétanos généralisé, 
puis de la mort. Le résultat final : 100 p. 100 de souris mortes 
pour une certaine dose, est ainsi recoupé par l’existence de tétanos 
généralisés ou localisés pour des doses plus faibles n’ayant pas 
entrainé Ja mort en quatre jours de tous les animaux inoculés. 
Grace a ces précautions, la DMm peut étre déterminée avec une 
assez grande précision, que l’on peut, avec Pillemer, estimer 
a + 10 p. 100. Nous n’avons pas ulilisé dans ces recherches la 
méthode de floculation, car les taux de toxine, dans les liquides 
de lavages en particulier, sont au-dessous du seuil de cette 
méthode. 

Nous avons étudié, aussi systématiquement que possible, 
l’influence de divers facteurs pouvant intervenir dans [extraction 
de la toxine 4 partir des corps microbiens. Chaque type d’expé- 
rience a été refait trois ou quatre fois. Les résultats ont été en 
général concordants. On rencontre cependant parfois des diffi- 
cultés, bien connues de tous ceux qui ont eu a assurer la 
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production réguliére de toxine tétanique de haut Utre. Malgré les 
soins apportés a préparer les milieux de fagon aussi semblable 
que possible, il arrive que dans certains lots de bouillon, la 
toxinogénése se fasse mal. Ces variations sont sous la dépendance 
de facteurs encore non enticrement élucidés et elles obligent., 
pour chaque type d’expérience nouvelle, a refaire un certain 
nombre de témoins qui allongent considérablement Vexpéri- 
mentation. 

On ne peut comparer, par exemple, deux types dagents 
extracteurs, chimiques ou physiques, qu’en les faisant agir sur 
un lot de corps microbiens de méme origine ayant subi exactement 
les mémes préparations antérieures (lavages, etc.). 

La souche de Plectridium tetani utilisée a été, sauf indication 
contraire, la souche Harvard qui a été transmise au laboratoire 
des anaérobies par Mueller (1). 


I. — Etude de la technique d’extraction. 


1° CoMPARAISON DE DIVERSES SOLUTIONS SALINES. 


Les corps microbiens ont été recueillis dans les conditions 
indiquées plus haut, aprés culture a 87° pendant vingt-quatre 
heures et ont subi quatre lavages & l’eau distillée. L’extraction a 
été faite & O° par un volume de solution saline égal, sauf indi- 
cation particuliére, au dixiéme de volume de bouillon initial. 


Exp. 126..— L’expérience comportait 16 lots égaux de corps 
microbiens lavés, dont 6 seulement ont été utilisés pour comparer 
action de divers liquides & 0° pendant vingt-qualtre heures. 
L’azote total de la suspension employée était de 1,8 mg/cm’. 


LIQUIDE EMPLOYE DMm N 


par cm’ (mg par cm!) 


Hau distiliGese cane eee Inférieur a 0,06 
ag 
NaChio-cicie oe eee tiem 0,48 


M 
NaCl 7 Gitrate Beye: eee 0,09 
NaCl 0,440M ... ee Inférieur a 0,08 
NaCl 0,140 M-Citrate toc: 0,09 


; M 
Citrate 75 - Patten Aes, Aer £3 Inférieur 0,08 


(1) Nous adressons nos remerciements au D™ Mueller pour cet envoi. 
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Les solutions hypertoniques permettent d’extraire des quan- 
lilés de toxine supérieures a celles que l’on peut extraire par 
eau distillée ou l’eau physiologique. 

Pour les expériences ultérieures, nous indiquons dans le tableau 
ci-dessous le nombre de doses minima mortelles et le taux 
(azote par centimétre cube des extraits ainsi que l’azote total de 
la suspension bactérienne employée. Nous avons limité cette 
étude a la comparaison comme agents extracteurs de l’eau distillée 


Mire. M 
et de Ja solution NaCl 7 Citrate 10” sauf dans quelques cas. 


ae NATURE N 


suspension 
(mg par cm?) 


NUMERO 
de 
Vexpérience 


de l’extrait 
du liquide d’extraction (mg par cm) 


A038 Eau distillée. (Vs Os} 
1,03 NaCl-Citrate. 0,13 


0,42 Eau distillée. 0,044 
0,42 NaCl-Citrate. 0,044 


0,58 Eau distillée + oxyqui- 
noléine (1 p. 4 000). 
0,58 NaCl-Citrate. 


4,07 Eau distillée. F 
4,07 KCl M Citrate 10 
NaCl-Citrate. 


Eau distillée. 
NaCl 0,140 M. 


MM. M 
NaCl 7 Git ate 10 


Nous avons ensuite réalisé deux expériences particuliéres. 


Exp. 266. — La suspension bactérienne obtenue aprés culture 
i 37° et lavée quatre fois 4 l’eau distillée a été séparée en 2 lots 
M M 


égaux. Le premier a été extrait par 100 cm* de NaCl Ae ioe 


: M 
le deuxiéme par une solution contenant de acide glutamique 35” 


M 
du glucose (1 g p. 100) en tampon phosphate Scerensen a5” pH 7,0 


et 100 mg d’A. T. P. (sel de sodium). 
Les deux suspensions ont été laissées quatre jours a O° sans 
agitation, puis centrifugées. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 80, n° 4, 1951. 25 


360 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


DMm 

par cm* 
Hxtratt NaCi-Citratel a. wes siaeneenemrsminr Raho 4 Oe & 40° 
Extrait « acide glutamique phosphate Na. Pots Bee ti noe aA 405 


On voit que l’on peut obtenir des extraits riches en toxine par 
des liquides d’extraction autres que les solutions hypertoniques. 


Exp. 280. — Quatre lots égaux de corps microbiens (1,10 mg 
N/cm*) sont extraits par 100 cm* des liquides suivants 


M 
4° NaCl “Citrate 7; To > 


Ze Bouillon VF glucosé a 2 p. 1 000; 


M 
3° Bouillon VF glucosé 4 2 p. 1 000, additionné de NaCl (z): 
| M 
4° Bouillon VF glucosé & 2 p. 4 000 additionné de Nacl (7) et de citrate 
i) 
10 
Les suspensions sont placées a 0° et on effectue des prélé- 


vemenis aprés vingt-quatre heures, cing jours et onze jours et on 
dose Ja toxine dans les extraits obtenus aprés centrifugation. 


DMm 


par cm* aprés 
NATURE DE L’EXTRAIT 


24 heures | 5 jours 11 jours 
d’extraction | d’extraction | d’extraction 


Me... M 
NaCl qo citrate 10 
Bouillon VF 


= 
Bouillon VF + NaCl — eae Citrate j = 


On voit qu'un milieu complexe comme le bouillon VF permet 

d’extraire de la toxine des corps microbiens. Le passage hors des 
corps microbiens est sensiblement plus lent que pour les solutions 
hypertoniques. 
_ Dans toutes ces expériences, les lavages a l'eau disiillée 
enlevent en toute certitude toute trace de bouillon de la surface 
des corps microbiens. Ces derniers mis en contact & 0° avee 
divers liquides d’extnaction laissent diffuser des quantités 
variables de toxine. 
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L’eau distillée elle-méme n’extrait que des taux trés faibles de 
toxine, aprés un séjour a 0° d’une durée de un a cinq jours. 
soe ‘ f wee LN 
L’eau physiologique, le citrate de sodium 10 exiraient des 
quantités variables, parfois notables. Le nombre de DMm 


extraites par milligramme d’azote de la suspension bactérienne 
reste plus faible qu’avec les solutions hypertoniques. 


Exp. 264. 
DMm 
meg d’N 
(suspension 
bactérienne) 
NEC IEO NZOU NEM eA Merge hy eel oo, eo Rehe IR cl hited 3,5 X 104 
M M 
NaCl 7 Citrate |e Snes ie uci okt Bore ng Cac a 41,2 10° 


: . Rae M 
Les solutions hypertoniques, en particulier les solutions a 


de NaCl extraient des taux de toxines plus élevés. L’addition de 
citrate permet d’obtenir des résultats plus régulers, surtout 
lorsqu’on prolonge la durée d’extraction 4 0°. 

C’est cette solution extraclive que nous avons utilisée pour nos 
expériences ultérieures. 

On peut cependant extraire la toxine tétanique des corps 
microbiens lavés par d’autres moyens que les solutions hyper- 
toniques : le bouillon VF, la\ solution tampon-phosphate + acide 
glutamique en sont des exemples. Il est probable qu’on pourra 
en trouver d’autres. : 

Nous verrons plus loin que des agents physiques peuvent aussi 
étre employés avec succes. 

L’extraction par NaCl = Cite = est la premiére que nous 
ayons employée : nous l’avons utilisée par la suite en raison de 
son extréme simplicité. 


2° INFLUENCE DU LIQUIDE DE LAVAGE: <7" 


Nous avons recherché si la quantité de toxine entrainée au cours 
ides lavages peut varier suivant le liquide employé. 

Nous avons employé le bouillon VF glucosé a 2 p. 1000 qui, 
nous l’avons vu, est doué d’un pouvoir extracteur notable si on 
prolonge suffisamment le temps de contact avec les corps 
microbiens. . 

Les corps microbiens sont recueillis aprés vingt-quatre, heures 
de culture a 387° par centrifugation (de 8 | de bouillon). 


362 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


On effectue 4 lavages a 0°, les 3 premiers (Jl, (2, 18) avec 4 | 

de bouillon VF stérile, le quatriéme avec 100 em® de ce 

méme bouillon. Puis les corps microbiens sont extraits par 
M ... M wg ; 

NaCl = Cite. To pendant cing jours a 0°. 


DMm TOTALES 
(pour 1 litre de bouillon) 


Bowilloneem ts ce cae eae eT Ae ey Pay oes Sete eran 40° 
PAR Ts hw coke) Doe, Beh eee ee ee 5 xX 104 
[pees A EO Aa On eo ie tn he Coe oie 5 & 10° 
[See ae oe ee oe ionomers 5 « 106 
Pio SAS eR oe ee ee eee 1,25 X 108 
Extrait NaCl ™ Citrate Pa Ae trie Pera er eG Ol Omer OI: 2.50 X 106 


Si on fait le total, on trouve, pour 1 1 de bouillon : 


Bouillon + lavages. . St eee arn 
BExtrattes. 20 313 oe ee ee ee ee ee 2,5 xX 10° 


On voit qu’a la différence des lavages par l’eau distillée, les 
lavages par Je bouillon viande-foie extraient de plus en plus de 
toxine au fur et A mesure que les lavages sont répétés. Autrement 
dit, les lavages par le bouillon n’ont pas, comme les lavages par 
Peau distillée, qu’une simple action mécanique, mais réalisent 
déja une extraction fractionnée. 

Suivant les cas, la quantité de toxine qui est ainsi enlevée aux 
corps microbiens peut étre plus ou moins importante. 


Exp. 288. — Le culot obtenu a partir de 4 1 de bouillon est 
Javé cing fois avec 100 cm*® de bouillon VF, puis soumis 
i Vextraction par 100 cm* de NaCl-Citrate. 

DMm totales 
(pour 1 litre de bouillon) 


Bouillon 


Serb Tee Re TONG "ae Goce eee ae 40° 
dst lave ge eave. eee NOR Rolls. ae Son Reese Lee 2,5 & 105 
2° AVEO. sakorect cet cece ea ae. cy ee aye ee ~ 2,5><105 
3¢ lavage a So errr ont aest © re re ee eo 2s5) C408 
4e lavage. i cba scree Oe eee ee ee 250) oc 10° 
Bo LAVAS sysds ae ke eee Ae ie prensa oe ao 108 
Bxtrait de Nacl-Citraterus ye mcnreeen ane 5 Soh See 
Exp. 290. — Une suspension bactérienne obtenue aprés culture a 


37° est séparée en deux lots égaux aprés centrifugation. La pre- 
nuére moilié est lavée dix fois par 100 em* de bouillon VF glucosé 


a 2 p. 1000, puis extraite par 200 cm? de NaCl M cite, at 


10° 
La deuxiéme moitié est lavée dix fois par 100 em*® d’eau 
distillée, puis extraite dans les mémes conditions que la premiere. 
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DMm totales 


(pour 1 litre de bouillon) 


Boumlon@., setae. 305 Glcoh RA a Solace A eee 40° 

JOMavares oy Neary su Dah ar OuaCnG FLce cme MOL On 
Extraitecorrespondant 5 «os ae eee ee 2,5 x 107 
10 lavages eau distillée.. ..... Nees rks eae so HG eee 
Extrait correspondant .... . Nee See 5 x 107 


Le dixiéme lavage par le bouillon contient autant de toxine 
que le premier. Les lavages avec du bouillon viande-foie a 0° 
extraient consltamment des quantités non négligeables de toxine. 
Nelson avait observé un phénoméne analogue avec les corps 
microbiens de Cl. botulinum lavés par l’eau physiologique. 

Il y a donc intérét a laver les corps microbiens avec de ]’eau 
distillée, car dés le deuxiéme ou troisiéme lavage, les quantités de 
toxine extraites tombent a des valeurs trés basses. 

Ces lavages préalables a J’eau distillée constituent un détail 
technique qui est extrémement important pour la démonstration 
expérimentale de Jaction extractive d’agents chimiques ou 
physiques. 

Dans toutes nos expériences ultérieures les corps microbiens 
ont été recueillis par centrifugation 4 0° de la culture d’origine, 
puis lavés trois fois avec de grands volumes d’eau distillée, 
toujours a 0°, puis une quatriéme fois par un plus faible volume 
qui permet de réaliser une suspension dense de répartition facile 
en lots égaux. 


3° INFLUENCE DE LA DUREE D EXTRACTION A 0°. 


: : eee M 
Une suspension bactérienne en NaCl ae ait 10 est placée 


a 0° et on effectue des prélévements aprés vingt-quatre heures, 
cing jours et douze jours. 


Expeec oor 
AZOTE 
DMm | de l'extrait 
par cm (mg/cm*) 
Se gNeCUTCSm. wie) eens cc 5,0 moe ead ote as 40° : 0,32 
Fah OUT Serre (asleep statue as nee celts, selene, 25a 5X 10° 0,42 
NOMTOUUES 8 op as NS o> ‘clpoictn Ge cue 5 & 10° 0,42 
Exp. 264 (suspension 4,52 mg/cm’). 
DMm N 
par cm®* (mg/cm*) 
DESH OUT CS cate iret vole) poes=\ isto ie in* eh -s) vin @ 10° 0,52 
BAH Bo 6 oo 8 eo Oe 5 , 10° 0,82 
10° Ladle 


AZT OULSaemen-) es) =) = 
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La quatilité totale de toxine extraite augmente parfois avec 
la prolongation jusqu’a cing jours de la durées d’extraction a 0°. 

Pour’ avoir-le maximum de toxine, il y a donc intérét a pro- 
longer, extraction pendant cing jours pour éviter des vari iations 
accidentélles. Une durée d’extraction de yvingt-quatre heures est 
cependant suffisante en general et fournit souvent des extraits 
plus riches en toxine qu’en autres constituants azotés bacté- 
riens. Il ny a pas intérét a prolonger la durée d’extraction 
au dela de cinq jours. 


4° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE D EXTRACTION. 


Pour étudier l’influence de la température d’extraction, nous 
avons di, dans un premier temps, rechercher un antiseptique 
qui n’exerce qu'une action faible ou nulle sur le processus 
d’extraction. Sans antiseptique, il est, en effet, difficile d’assurer 
la stérilité complete de l’émulsion finale 4 cause des nombreuses 
centrifugations de lavage. Les contaminations éventuelles n’ont 
aucune action génante lorsque l’extraction est faite 4 0°, mais 
peuvent par contre perturber le phénoméne a des températures 
plus élevées. Le toluéne nous a donné de mauvais résultats, les 
taux de toxine étant trés faibles ou nuls. Le sulfate d’oxyquino- 
léine & la concentration finale de 1 p. 1000 permet, par contre, 
l’extraction de la toxine sans baisse considérable du rendement, 
ou avec une baisse modérée. 


Exp. 258 (suspension 4 1,07 mgN/cm‘*). 
Extraction pendant cing jours a 0°. 


, Niger M 
Extrait NaCl 7 -Citrate 75 - eet nC Ge re 8, LS me Cae 


: Me: M 1 
E \ pee ee iE :) + } Ay — 
xtrait NaCl 1 Citrate 10 + sulfate d’oxyquinoléine 1 000° 40° 


Exp. 264 (suspension & 4,52 mgN/cm®). 

Ee ; , NL ie ed 

Extraction par NaCl 7 itr. 70 3ve et sans sulfate d’oxyqui- 
noléine fournit le méme taux de toxine (10° DMm/cm). 

Nous avons pu alors étudier Vinfluence de la température 


Me. M 


d’extraction. Des suspensions identiques en NaCl 7 Cite. —, 
10 


additionnées de 1 p. 1000 de sulfate eens ont été 
placées a des températures diverses (0° et 33°). Des prélévements 
ont ¢lé effectués a intervalles de un, six et treize jours. 
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Exp. 246 (suspension 0,58 mgN/cm‘). 


DMm 


par cm? aprés 


5 jours 13 jours 


105 10° 
103 403 


DMm 


par cm® aprés 


2 jours 5 jours 13 jours 


404 10° 40° 
c(h) oN) 100 


La quantité de toxine présente dans les extrails obtenus a 33° 


est beaucoup plus faible que celle des extraits a 0° (la tempé- 
rature a 33° a été choisie parce que c’est la température optima 
d’obtention de la toxine en culture). Ce faible taux peut étre dt 
soit & une extraction plus faible, soit & une destruction plus 
grande de la toxine a 38° qu’a 0°. 


5° INFLUENCE DE L’AGITATION ET DE L’ ATMOSPHERE GAZEUSE. 


Une suspension bactérienne (0,81 mg/cm*® est répartie en 
cing parts égales (expérience 324). 

Les quatre premiéres sont remises en suspension dans 50 cm*®* 
de NaCl eee i 

1 10 

La premiére est abandonnée a 0° sans agitation, dans une fiole 
de Fourneau. 

La deuxiéme est placée dans un tube a essai que l’on scelle 
sous vide et que l’on agite sur une machine placée dans la 
chambre a 0° (30 secousses par minute). On dose la toxine dans 
les extraits correspondants aprés cinq jours. 


DMm N 
par cm? (mg/cm?) 
Sig WNAGTON Go 55636 oo 000 8G 59 6S 10° 0,26 


INS RUINS B Bute no 6 Sl oed id Oo mOnoD 10° 
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L’agitation dans ce cas n’augmente pas le taux de toxine 
extraite. 

Les lots n®* 3 et 4 sont placés dans des tubes a essai qui 
sont scellés aprés avoir été remplis (par plusieurs évacuations 
et remplissages successifs) d’azote 4 5 p. 100 de CO’. L’un des 
tubes est laissé au repos, l'autre agité 


DMm N 

par cm? (mg/cm*) 
SH PINON, 5 6 Gg 5 5 A 6 Oo Oe oS Ae: 10° 0,27 
Avec agitation ...... sal vaste, sas ns ct trees | Os 0,42 


Dans ce cas, si la quantité de toxine extraite est restée iden- 
tique, le taux d’azote total de l’extrait a augmenté notablemeht. 
L’agitation en présence d’azote & 5 p. 100 de CO? a augmenté 
lextraction de substances azotées autres que la toxine. 


M M 


Les lots n° 5 et 6 sont extraits par la solution NaCl = bite. a 


CO*Na?, 1 p. 100, pH = 7,0; le premier sans agitation en fiole 
de Fourneau, Je deuxiéme en tube scellé sous vide et agité. 


DMm N 

par cm? (mg/cm*) 
Sans-acitation\-. 7 sen -) ce eco mee Uaby <a 0,25 
IMC OETAMENAO Gta Gomme 6 oo a 6 UR < ul 0,36 


L’agitation pendant la période d’extraction n’augmente pas la 
quantité de toxine extraite, contrairement & ce que nous 
espérions. Elle a pour effet parfois (en atmosphere d’azote 
a 5 p. 100 de CO?) d’augmenter la quantité de substances azotées 
extraites des corps microbiens. I] est possible que cette technique 
d’extraction, qui fait passer en solution dans un extrait environ 
50 p. 100 de l’azote bactérien total, se révéle utile dans d’autres 
domaines que celui des toxines et permette en particulier 
d’obtenir des extraits enzymatiques bactériens. 


6° INFLUENCE DE LA DENSITE BACTERIENNE. 


Nous n’avons pas effectué d’expériences systématiques pour 
éludier ce point particulier. Mais nous pouvons extraire de nos 
diverses expériences les résultats suivants (voir tableau p. 367). 

La derniére colonne (DMm/mgN de la suspension) permet 
de comparer, en ce qui concerne le rendement de. |’extraction, 
ces expériences. 

Les premiéres expériences (126, 142, 242) doivent étre mises 
4 part, car les centrifugations ont été faites pour elles a la 
température ordinaire, les liquides de lavages ou les houillons 
étant préalablement refroidis a 0°. 
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N N DMm 
de l'extrait 
EXPERIENCE de la rep Ben mg d'N 


SUSD ONS] 00 | eee eee ae ae moar N de la 
p- 100 (4) de l'extrait 


(mg/cm?) (mg/cm?) suspension 


4,80 ‘ : 104 
He i 
’ 404 
0,58 405 
a pe 
, (24 heures 405 
(5 jours) 405 
0,86 2 40° 
4,10 465 
0,84 10° 


(1) Pourcentage de l’azote de l’extrait par rapport 4 l’azote bactérien total. 


Les taux de toxine extraite sont faibles et les rendements 
mauvais. 

Ces résultats montrent l’intérét, dans toutes ces manipulations 
portant sur les corps microbiens, d’opérer 4 basse température. 
Les centrifugations a la température ordinaire sont parti- 
culiérement dangereuses, parce que les moteurs. s’échauffent 
souvent et peuvent amener la température des pots de centri- 
fugation a des valeurs élevées. 

L’expérience 264, ot la densité microbienne était particuliére- 
ment grande, montre que le rendement est alors beaucoup plus 
mauvais. 

Il n’y a done pas intérét & augmenter trop la densité de la 
suspension bactérienne, c’est-a-dire a extraire les corps micro- 
biens par un trop faible volume de solution hypertonique. 

Avec la souche utilisée et le milieu que nous avons employé, 
la culture étant effectuée a 37° pendant vingt-quatre heures, la 
densité adéquate est au voisinage de 1 mg d’azote bactérien par 
centimetre cube. On réalise des densités de cet ordre en 
remettant les corps microbiens provenant d’un certain volume 
de bouillon VF dans le dixiéme de ce volume. 

L’azote total des extraits représente une proportion trés 
variable de l’azote bactérien total de la suspension (1 a 40 p. 100). 
Dans les expériences qui ont fourni les taux Jes plus élevés de 
toxine (10° DMm/cm’) et ot la température a été strictement 
surveillée au cours des diverses opérations, la proportion d’azote 
de l’extrait par rapport a celui de la suspension était de Vordre 
de 30 p. 100. 
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II. — Influence de l’Age et de la température de la culture. 


Exp. 142. — 20 ballons de 11 sont placés 4 37°. On préléve 
2 ballons a divers intervalles. Les corps microbiens, recueillis 
par centrifugation, sont lavés trois fois avec de l’eau distillée, 
puis extraits a 0° pendant vingt-quatre heures par 100 cm* de 
M 


io, 


NaCl * Cite, 


N TOTAL | N BACTERIEN 
DMm TOTALES de l’extrait total 
DUREE DE CULTURE (pour 1 litre (mg) | (mg) 
; (pour 1 litre (pour 1 litre 
de bouillon) de bouillon) de bouillon) 
5 heures : 
Bouillones sue 108 
trate eee ene 408 Ligts) 61 
24 heures : 
Bouitlonsy aa ae. Lay 
extrait’ nods. ae 107 43 103 
48 heures : 
Bowillonwen se. 40° 
Xtra. aren aera 8 x 10° 44 98 
5 jours : 
Bouillon soe bi < 105 
Extrait . 5 Be 404 q 83 
8 jours : 
Bouillon ewes. 40° 
Extrait cues oon one 405 8 716 
43 jours : 
Bouillonw ese ees 405 


Extrait. ance eee 


A 87°, le taux de toxine dans le bouillon reste faible et baisse 
vers la fin de la période d’observation (treize jours). 

Le taux de toxine extraite des corps microbiens est maximum 
apres vingt-quatre & quarante-huit heures. I] y a, a ce stade, 
sensiblement plus de toxine dans les corps microbiens que dans 
le bouillon (deux & huit fois plus). 

Le taux constant dans le bouillon résulte probablement d’une 
formation continue de toxine compensée par une destruction 
aussi rapide. 

Aprés cing heures de culture en Erlenmeyer, la quantité de 
toxine présente dans les corps microbiens est trés faible (alors 
quelle est beaucoup plus importante lorsque la culture est faite 
en ballon de Jaubert). 
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Exp. 204. — 12 Erlenmeyers de 200 cm? sont ensemencés avec 
Pl. tetani ; 6 sont placés a 33° et 6 A 37°. On préléve 2 Erlen- 
meyers de chaque lot apres vingt-quatre heures, cing jours, 
douze jours. Les corps microbiens sont lavés trois fois avec 
200 cm* d’eau distillée et une quatriéme fois avec 50 cm® d’eau, 

M M 


puis extraits par 20 cm® de NaCl 7 Gite. i 


DMm ToraLes 
A pour 200 cm? de bouillon 
CULTURE A 37° 


Bouillon Lavages Extrait 


2LOUY CS see rer. we 20 000 26 000 4 000 000 
5 jours .. 200 000 20 000 240 000 
20 000 20 000 


On voit que le taux de toxine totale baisse de facon réguliére. 
La toxine extractible 4 partir des corps microbiens diminue 
trés vite, la toxine présente dans le bouillon augmente d’abord, 
dans une premiére phase, aux dépens de celle des corps micro- 
biens. Par la suite, la toxine diminue considérablement dans 


toutes les fractions. 


DMm ToTALEs 
pour 200 cm? de bouillon 


CULTURE A 33° 


Bouillon Lavages Extraits 


24 heures 20 000 200 000 226 500 
5 jours 2 000 000 200 000 200 000 2 400 000 
45 jours... =. .|- 2 000 000 2 000 000 20 000 4 020 000 


A 88°, le taux de toxine augmente régulicrement. La propor- 
tion de toxine présente dans les corps microbiens est d’abord 
élevée puis diminue. 

La quantité de toxine extractible par un simple lavage a l’eau 
distillée, d’abord négligeable (vingt-quatre heures), augmente puis 
devient considérable. 

A-noter que dans ces expériences la toxinogénése est médiocre, 
le milieu VF glucosé a 2 p. 1000 fournissant souvent des taux 
peu élevés de toxine dans les conditions indiquées. 
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Exp. 326. — Deux flacons pyrex de 5 } sont munis d’un 
bouchon de caoutchouc stérile par ot passent des tubulures 
permettant le prélévement aseptique sans ouverture du_flacon. 
On le remplit avec 4,500 1 de bouillon VF glucosé a 2 p. i 000 
et on ensemence avec 50 cm? d’une culture de dix-huit heures de 
Pl. tetant. 

Un des flacons est placé a 37°, l’autre a 33°. A intervalles 
variables, on préléve 500 cm? du milieu; les corps microbiens 
recueillis par centrifugation sont lavés trois fois avee 500 em°* 
d’eau distillée, puis une quatri¢éme fois avec 50 cm* d’eau 
et enfin extraits pendant trois jours 4 0° par 50 cm’ de 


NaC oe 
| 10 


DMm TOTALES 
pour 1 litre de bouillon 


Bouillon Lavages Extraits 


4° Culture a 37°: 


24 heures. . . 
4 jours 
AAS} ORIES i eesns 


20 Culture a 33°: 


2& heures. . . 
4 jours. 
41 jours 


Cette expérience a été réalisée a titre de controle. On peut, en 
effet, objecter aux expériences précédentes que les corps micro- 
biens d’ages divers ont été prélevés dans des ballons différents. 
On sait que l’on observe parfois des variations inattendues d’un 
ballon a un autre, C’est d’ailleurs pourquoi nous  prélevons 
toujours au moins deux ballons pour chaque essai. Dans l’expé- 
rience 326, les germes proviennent tous d’un méme ballon. Les 
résultats obtenus sont analogues aux précédents, mais l’ordre de 
grandeur du taux de toxine est plus élevé et comparable a celui 
observé dans l’expérience 320 rapportée plus loin. 


Ill. — Influence des souches. 


Nous avons essayé quelques souches de Pl. tetani en dehors 
de la souche Harvard. 
Les corps microbiens sont obtenus par culture a 87° (4 Erlen- 
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meyers de 1 1 par expérience) en bouillon VF glucosé a 
2 p. 1000. Ils sont lavés quatre fois a Veau distillée et extraits 


Mieke 
par NaCl 7 Cie. 0 dans les conditions habituelles de nos 


essais. La toxine est dosée seulement dans ie bouillon, le qua- 
triéme lavage et l’extrait. 


DMm rToraLes AZOTE 


Pree (pour 1 litre de bouillon) bactérion 


totel 
Bouillon Extrait (mg) 


10° : k 25 
40° E 40 
104 : 42 
104 : é 4A 


On voit qu’avec toutes les souches essayées on obtient, aprés 
culture des germes aA 37° pendant vingt-quatre heures, des 
extraits qui contiennent des quantités de toxine toujours supé- 
rieures a celles contenues dans les eaux de lavage. L’ordre de 
grandeur est variable suivant les souches. La quantité présente 
dans les extraits est parfois inférieure, une fois nettement supé- 
rieure, a celle présente dans le bouillon. 

I] faudrait de trés nombreuses expériences pour préciser les 
particularités des diverses souches, car il conviendrait d’étudier 
pour chacune d’elles les conditions optima de la toxinogénése. 
Nous avons préféré limiter ces recherches au cas de la souche 
Harvard. 

IV. — Extraction par les ultra-sons. 


Les corps microbiens obtenus par ‘culture a 37° ou a 33° et 
lavés quatre fois 4 l’eau distillée sont séparés en deux lots égaux : 


: ; Ne ee te 
lun est extrait par un certain volume de NaCl eit. iA l'autre 


est remis en suspension dans le méme volume d’eau distillée et 
soumis A l’action des ultra-sons aprés addition de catalase 
suivant la technique mise au point pour l’extraction des enzymes 
par B. Nisman et R. O. Prudhomme [43]. Les expériences 
d’ultra-sonnation ont été faites en collaboration avec B. Nisman 
et R. O. Prudhomme et ont été publiées antérieurement [3] sous 
forme résumée. Nous en rapportons ici les résultats a titre 
comparatif et suivant le méme protocole qu’aux paragraphes 
précédents, c’est-a-dire en donnant le nombre total de DMm 
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présentes dans les différentes fractions. Les nombres du tableau 
correspondent a 1 1 de bouillon ou aux lavages et extraits des 
corps microbiens obtenus a partir de 1 | de “culture. 


DMm TOTALES 
TEMPERATURE (pour 1 litre de bouillon) 


et durée 
Extraits 


[<a 
oO 
a 
2 
= 
oc 
‘a 
On 
* 
| 


de culture Bouillon 


NaCl-Citrate 


5 x 10° 
2550 102 
5 x 10° 


Les ultra-sons, dans certaines expériences, extraient davantage 
de toxine a partir des corps microbiens que les solutions hyper- 
toniques. 


Exp. 820. — 12 Erlenmeyers de 1 | sont, aprés ensemencement, 
placés 4 83°. On préléve 4 Erlenmeyers aprés deux jours, 
Six jours, treize jours et on traite les corps microbiens dans les 
conditions indiquées précédemment. 


DMm TorTaLes 
(recalculées pour 1 litre de bouillon) 
DUREE 


de culture Extraits 


Bouillon Lavages 


NaCl-Citrate Ultra-sons 


QIGUMS) 3s 2 tape 3 x 10° 
GEOUrS?) Pn eee 3 xX: 405 
AZOUES = = cue 40° 


L’expérience 820 est intéressante, car le taux de toxine oblenu 
a été élevé (DMm a six jours 1/500 000 de centimetre cube). 
L’extraction par les ultra-sons donne, avec des germes jeunes 
(quarante-huit heures), des quantités de toxine plus élevées que 
Yextraction par les solutions hypertoniques. La quantité de 
toxine présente dans les corps microbiens lavés et extractibles, 
soit par les solutions hypertoniques, soit. par-les ultra-sons, 
diminue au fur et & mesure que la culture vieillit, ‘tandis que le 
taux de toxine augmente ou reste stationnaire dans le bouillon. 
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Discussion. 


Il apparait bien, a la suite de ces expériences, que la toxine 
tétanique est un constituant de la cellule bactérienne, qu’elle soit 
a Vintérieur méme de la cellule, ce qui parait le plus probable, 
ou qu’elle soit a sa surface. 

L’opinion que les exotoxines en général et la toxine tétanique 
en particulier soient contenues dans les corps microbiens a déja 
été soutenue. Sans refaire ici l’historique complet du probleme, 
rappelons les principales opinions qui ont été émises sur l’ori- 
gine des exotoxines. | 

1° Les exotoxines ont été considérées, tout a fait au début de 
Pere bactériologique et par certains auteurs, comme des 
substances résultant de la modification par les bactéries des 
constituants mémes du milieu de culture. Cette opinion n’a plus 
qu’un intérét historique. L’obtention de toxines en milieux 
synthétiques ou semi-synthétiques, l’isolement des toxines purifiées 
pour les plus importantes d’entre elles (diphtérique, botulinique, 
tétanique) ont élabli leur nature protéique, et ont montré qu’elles 
résultaient d’un processus de synthése. 

2° Les exotoxines ont été considérées le plus souvent, et cétte 
opinion est encore largement répandue, comme des substances 
synthétisées par les bactéries et excrétées par elles dans Je milieu 
extérieur. I] est bien évident que, méme dans cette conception, 
il faut admettre que la toxine peut, & un moment donné, se 
trouver dans le corps microbien ; mais on suppose que la concen- 
tration de la toxine y reste toujours faible et qu'il est, en consé- 
quence, impossible d’extraire en quantité appréciable la toxine 
a partir des corps microbiens. Cette conception permet d’opposer 
les exotoxines aux endotoxines qui peuvent étre mises en évidence 
sans difficulté dans les corps microbiens et qui ne se retrouvent 
dans le milieu extérieur que lorsqu’elles ont été libérées par 
Yautolyse qui suit la mort des bactéries. Certains auteurs 
estiment, en opposition, que les exoloxines ne sont sécrétées que 
pendant la vie du germe. 

Cette opinion est basée sur le fait qu’il est en général impos- 
sible d’extraire les exotoxines des corps microbiens lavés. 

Pourtant un certain nombre d’expérimentateurs ont obtenu des 
résultats différents de ces données classiques et ont pu extraire 
la toxine diphtérique, en particulier, a partir de corps micro- 
biens, par de l’cau distillée, de l’eau physiologique ou des solu- 
tions faiblement alcalines. Prigge [6] a rappelé ces résultats 
d’auteurs anciens et a, lui-méme, pu obtenir une poudre de 
corps bactériens secs contenant de la toxine diphterique. La 
quantité de toxine ainsi mise en évidence reste faible : 1 g de 
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poudre bactérienne contient 75 DMm pour le cobaye. Plus 
récemment, Morton et Gonsalez [7], en 1942, ont pu extraire 
par les ultra-sons de faibles quantités de toxine diphtérique a 
partir des corps microbiens. Nous n’avons jamais pu extraire 
par les solutions hypertoniques des quantités importantes de 
toxine diphtérique a partir de corps microbiens lavés. Ces 
résultats négatifs prouvent, ou bien que cette méthode n’est pas 
d’application universelle, ou bien que la toxine diphtérique, 
conformément a la conception de Pappenheimer, est engagée 
a Vintérieur de la cellule bactérienne dans une combinaison 
chimique stable qui n’est pas rompue facilement. En ce qui 
concerne la toxine diphtérique, il apparait donc bien, d’apres 
les résultats des auteurs cités, que la toxine peut étre mise en 
évidence dans les corps microbiens, mais que la quantité que 
l’on peut extraire des corps microbiens reste toujours faible par 
rapport a celle que l’on trouve dans le milieu de culture. En ce 
qui concerne les toxines botuliniques, les travaux expérimentaux 
antérieurs sont plus démonstratifs. La toxine botulinique A a pu 
étre extraite par Eisler et Kovacs [8] en 1928, par Nelson {9} 
en 1927 et par nous-mémes en collaboration avec Second. 

Pour la toxine tétanique, Eisler et Kovacs en 1926 [8] ont pu 
Vextraire 4 partir des corps microbiens obtenus par culture en 
surface en conditions anaérobies ou par culture en milieu liquide. 
Dans ce dernier cas, les germes étaient recueillis aprés dix a 
treize jours de culture. Le taux d’extraction, sous Jlaction 
de l’eau physiologique, restait faible. A partir de 4 mg de germes 
dans 1 cm*® d’eau_ physiologique, ces auteurs obtiennent un 
liquide contenant 1000 DMm pour la _ souris. Le bouillon 
correspondant contenait 2 000 DMm par centimétre cube. D’aprés 
les calculs des auteurs, la toxicité de l’extrait ne pouvait élre 
due au bouillon retenu par le sédiment bactérien. Ces faits expé- 
rimentaux, malgré les publications répétées des auteurs sur ce 
sujet : Eisler et Kovacs [8] (1926), Eisler et Kovacs [40] (1927), 
Eisler [44] (1928), n’ont pas entrainé la conviction générale et 
Pillemer et Robbins [42] dans une revue récente écrivaient encore 
qu'il est généralement admis que les bacilles tétaniques ne 
contiennent pas la toxine tétanique. 

Nous pensons avoir apporté, grace a divers artifices tech- 
niques, la preuve expérimentale de la présence de la toxine 
tétanique dans les corps microbiens. 

Le choix, dans toute une série d’expériences, d’une tempéra- 
ture de 37° pour la culture, permet d’obtenir en vingt-quatre 
heures une croissance abondante. A cette date, le taux de toxine 
dans le bouillon est toujours faible. La multiplication des lavages 
i Peau distillée permet d’affirmer qu’il ne reste plus de quantité 
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appréciable du bouillon d’origine sur les corps microbiens. Les 
derniers lavages ne contiennent d’ailleurs plus de toxine. Les 
extraits hypertoniques ou par ultra-sons sont, par contre, trés 
riches en toxine et la quantité totale de eae ainsi extnraile 
dépasse souvent la quantité totale de toxine présente dans le 
bouillon et les lavages. 

Quelles sont les conséquences de ces faits expérimentaux sur 
la conception que nous pouvons nous faire de la toxinogénése 
létanique ? 

Les bactéries tétaniques commencent A synthétiser la toxine 
dés le début de leur croissance. Cette synthése s’effectue au début 
aussi bien 4 87° qu’a 33°. Dans les conditions habituellement 
retenues pour la préparation de la toxine télanique, a 33°-35°, 
la toxine reste dans les corps microbiens dans les premiéres 
phases de la culture. Les bilans que nous avons établis montrent 
que le phénoméne de la toxinogénése n’est pas simple. 

En effet, avec Eisler ef Kovacs (1928), on pourrait admettre que 
dés la fin de la période de croissance exponentielle (approxima- 
livement vers le deuxiéme ou troisiéme jour de culture & 35°), les 
corps microbiens contiennent toute la toxine qu’on retrouvera au 
neuvieme ou treiziéme jour dans le bouillon. La toxine tétanique 
serait alors libérée par les cellules au fur et a mesure de leur 
mort, qui s’accompagne d'une augmentation de la perméabilité 
cellulaire. L’autolyse progressant, la toxine libérée dans le stade 
précédent peut étre éventuellement détruite par les ferments 
protéolytiques ou dénaturés par les conditions physico-chimiques 
du milieu. Les solutions hypertoniques que nous avons employées 
agiraient en augmentant la perméabilité de Ja paroi cellulaire el 
en facilitant une sortie rapide de la toxine, reproduisant dans des 
conditions artificielles un processus naturel. La lente augmen- 
tation du taux de toxine au cours de la toxinogénése a 33° résul- 
terait d’une série de facteurs complexes. 

1° Un processus de destruction de la toxine libérée qui, a 
partir d’un certain moment, l’emporte sur le processus inverse de 
formation et qui intervient pour empécher le taux de toxine de sc 
maintenir au taux maximum possible pour le milieu. 

2° Un processus de formation de la toxine qui consisterail en 
une sortie de la toxine hors des cadavres microbiens, la toxine 
ne passant dans le milieu qu’aprés la mort de la cellule. 

Les bilans que nous avons établis prouvent gu’un tel processus 
a certainement lieu. On trouve en effet, a la fin de la période de 
croissance active a 35°, une quantité importante de toxine dans 
les corps microbiens. Au fur et A mesure que la culture vieillit, 
Ja quantité de toxine extractible 4 partir des corps microbiens 
diminue. (Cf. en particulier l’expérience 820.) 
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Cependant, ce processus, libération progressive d’une toxine 
enti¢rement préformée dés la fin de la croissance active, n est 
peut-étre pas le seul qui intervienne. La quantité totale de toxine 
que l’on peut extraire des corps microbiens 4 la fin de la. période 
de croissance active ne représente en effet qu’une fraction seu- 
lement de la toxine totale que l’on obtient avec le méme milieu 
dans les conditions optimales pour Ja toxinogénése. Ce déficit 
peut s’expliquer de deux facons différentes. 

1° Les techniques utilisées ne permettent pas d’extraire la 
totalité de la toxine présente dans les corps microbiens. 

Il est probable, en effet, que |’extraction n’est jamais totale ; 
mais l’ordre de grandeur de l’écart dans le bilan nous parait trop 
élevé pour que cette explication soit suffisante. 

2° La toxine continue a étre synthétisée par la partie des bac- 
téries qui restent vivantes dans la population obtenue aprés la 
phase de croissance active. Si ce processus intervient en partie, 
il doit étre possible, en empéchant toute « croissance partielle » 
des bactéries vivantes aux dépens des bactéries mortes, de 
supprimer la formation supplémentaire de toxine due a ce pro- 
cessus, tout en laissant se faire la toxinogénése par autolyse des 
bactéries préalablement formées. 

3° La toxine existe dans les corps microbiens dés la fin de 
la période de croissance active, non sous forme de toxine, mais 
sous forme de profoxine ou d’un mélange protoxine + toxine. Au 
cours de la période suivante, la protoxine se transforme en toxine 
par un processus lent, en méme temps qu’une partie de la toxine 
formée se détruit. 

Si Pune ou l’autre de ces trois hypothéses est exacte, la 
deuxiéme phase de la toxinogénése doit étre indépendante de la 
croissance active des germes. Il doit étre possible de trouver des 
conditions expérimentales ot! la croissance est rendue impossible 
et ot cependant l’augmentation du taux de toxine dans le bouillon 
continue a se manifester. L’étude de ce processus fera l'objet 
d'un prochain mémoire. 

La situation des toxines par rapport aux corps microbiens ne 
constitue done pas un critére pour différencier ces substances en 
exotoxines et endotoxines. Il n’en reste pas moins que les prin- 
cipales exoloxines connues : tétanique, botulinique, diphtérique, 
constituent, parmi les substances élaborées par les micro- 
organismes, un groupe a part. Les études modernes ont montré 
quelles étaient de nature protéique, trés vraisemblablement holo- 
protéique. Leur toxicité est extrémement élevée. 

Les endotoxines les mieux connues, celles des bactéries intes- 
tinales Gram-négatives en particulier, paraissent en général beau- 
coup moins toxiques. Leur nature chimique est moins bien 
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connue, mais il parait probable qu’elles ne sont pas des holo- 
protéines. 

La véritable différence entre les exotoxines et les endotoxines 
doit done provenir de la différence de leur nature chimique, et 
non de leur situation par rapport aux corps microbiens. II] existe 
probablement des types intermédiaires. L’étude systématique des 
constituants toxiques des corps microbiens est a faire, car il est 
infiniment probable que ce sont ces constituants qui sont en 
derniére analyse les éléments déterminants de l’action nocive des 
germes pathogénes. Cette étude a été en partie génée par le fait 
que les premiéres toxines découvertes possédaient une toxicité 
trés élevée qui a facilité leur mise en évidence dans les filtrats 
de culture. Il est probable que l’étude des constituants a activité 
toxique plus faible, et donc plus difficile 4 mettre en évidence, 
que l’on peut extraire des corps microbiens des germes parasites, 
s’avérera pleine d’intérét. Les exotoxines classiques n’en repré- 
sentent qu’un cas particulier, caractérisé par une toxicité extré- 
mement élevée. 


Résumé. 


Il est possible d’extraire la toxine tétanique a partir de corps 
microbiens soigneusement lavés. La toxine tétanique apparait 
ainsi comme un constituant du corps bactérien. Les conséquences 
de ce fait, en ce qui concerne la toxinogénése tétanique, sont 
envisagées. 
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ETUDE DU FACTEUR LYTIQUE D’ANDERSON 


par Lise QUERSIN et J. DIRKX. 


(Institut Pasteur de Bruczelles.) 


T. F. Anderson [4] a décrit le phénoméne suivant, qu'il a 
désigné sous le nom de « lyse sommaire » : les phages T2 et 
T4, mis en présence d’une suspension d’E. coli B stérilisée par 
irradiation aux rayons ultra-violets, déterminent une lyse rapide 
de cette suspension, lyse ne s’accompagnant pas de régénération 
du phage. L’auteur a donné le nom de « lysine » au facteur 
responsable de cette lyse particuliére. Lyse sommaire et lyse 
bactériophagique normale ont certaines caractéristiques com- 
munes, notamment, la méme exigence en un cofacteur d’adsorp- 
tion : en effet, en Vabsence de tryptophane, le phage T4 ne 
provoque ni la lyse bactériophagique, ni la lyse « sommaire » 
dE. coli B. Par contre, la lysine differe du bactériophage par 
quelques propriétés dont les plus frappantes sont : premiérement, 
une gamme d’activité beaucoup plus étendue (certains germes 
insensibles au phage deviennent en effet, aprés irradiation, sen- 
sibles 4 Ja lysine) et, deuxiémement, une résistance beaucoup plus 
grande a |’inactivation par les rayons ultra-violets. Cette derniére 
propriété permet d’obtenir, par action des rayons ultra-violets, 
une suspension bactériophagique désormais inactive sur les 
germes vivants, mais dont ]’activité lytique sur les germes irradiés 
est intacte. 

Nous avons pu reproduire les observations de T. F. Anderson 
sur certaines de nos souches de bactériophage, a condition 
d’opérer avec des stocks suffisamment concentrés, et nous avons 
essayé d’apporter quelques éclaircissements sur le mode d'action 
et les propriétés du facteur lytique décrit et étudié par cet 
auteur. 

MaréRiEL ET METHODES. 


PREPARATION DES STOCKS DE BACTERIOPHAGES. — Sauf imention 
contraire, les expériences que nous rapportons ici ont été effec- 
tuées avec un coliphage de notre collection ‘désigné par les 
initiales P. F. (principe fort). La souche de ce phage a toujours 
été entretenue sur la souche g KR d’E. coli, mais le phage est 
actif sur d’autres FE. coli ainsi que sur des Shigella. 
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Nous appellerons stock ordinaire un stock de phage obtenu 
par la méthode la plus courante, c’est-a-dire par régénération 
sur le germe sensible, en bouillon de culture, suivie de filtration 
sur bougie Chamberland L3 aprés séjour de quarante-huit heures 
a 37°. Dans le cas du phage P. F., le titre d’un tel stock ordinaire 
(que nous désignerons par l’abréviation P. F./ord.) est environ 
de 10® particules par centimétre cube. 

Un stock plus concentré peut étre préparé en réalisant la lyse 
sur milieu solide recouvert de papier de cellophane, selon une 
technique simple préconisée autrefois par A. Gratia [2]. Huit 
boites de Petri recoivent chacune 20 cm* de gélose nutritive et 
sont laissées a sécher pendant quelques heures au laboratoire ; 
sur la surface de chaque gélose, on dépose alors une feuille de 
cellophane préalablement stérilisée par tyndallisation et dont le 
diamétre excéde légérement celui du fond de la boite de Petri, 
de fagon que la feuille remonte un peu sur les bords de la boite. 
Sur chaque gélose ainsi recouverte de cellophane, on laisse 
lomber X gouttes d’un mélange, préparé extemporanément, d’une 
culture jeune d’E. coli o R et du bactériophage P. F. (stock 
ordinaire) amené a une dilution finale 10—*, laquelle est la dilution 
la plus forte qui, dans le titrage du stock ordinaire par la méthode 
des deux couches de gélose, donne encore des taches confluentes. 
Les boites sont mises pendant dix-huit heures a |’étuve a 37°, 
couvercle en haut, aprés quoi l’on procéde a la récolte du bacté- 
riophage : 10 cm* de milieu synthétique (1) sont répartis dans 
les huit boites, puis l’on racle légérement la surface de la 
cellophane a lVaide d’une baguette de verre coudée et lon 
recueille ensuite par pipettage le liquide que l’on vient d’intro- 
duire. Ce liquide, contenant des bactéries qui représentent la 
culture secondaire apparue apres la lyse sous forme de petites 
colonies isolées, est centrifugé puis filtré sur bougie Cham- 
berland L3. Ce stock obtenu sur cellophane (que nous appellerons 
P. F./cell.) titre en général 6.10'° particules par centimétre cube ; 


(1) Milieu synthétique de Bordet : 


HOE INTOREIOMD 5 55608500 bb oOo oe 1,4¢ 
Ni CANO WN Wy 5 oe Gb oo oo Ghee oo ea 0,2 ¢g 
SOUP GS HON 6 6 4 Seb 5665650 0 bE Oo oc 0,2g 
Cintlomnre aka comliyin 6 i. ak ce GR ae Go oom mee 0,6 ¢ 
INGVDOTEN GS WO! io 00 GO Go Gus oS G6 G bec! SMG oO 6, Cec 0,5 ¢g 
Ibevecice olimenGp nw o 6 8 6 co olu o oOo “eae 0,52 
CUVOGHIN. o 6 oe 6 ob oO 6 Goo Be Oe oy Gm ¢ 2 cm? 
aandistull Germemesie sm cecal arch atte nytt s eta leroy oles fxs 200 cm? 


Aprés répartition en tubes, le milieu est stérilisé a 120°, puis addi- 
tionné d’une solution stérile concentrée de chlorure de calcium pour 
arriver 4 la concentration finale de 1/10.000. 
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il est done six cents fois plus riche en particules de bactériophage 
que le stock ordinaire, C’est dans ce stock concentré et non dans 
le stock ordinaire que l’on peut mettre en évidence le facteur 
lytique d’Anderson. 


MESURE DE LA LYSE DES SUSPENSIONS MICROBIENNES. — Sauf dans 
la derniére partie de ce travail, ot le besoin de mesures plus 
précises s’est fait senlir, nous avons apprécié la lyse des germes 
irradiés en évaluant a l’ceil nu si léclaircissement, par rapport 
a la suspension témoin non additionnée de bactériophage, était 


total (tube limpide), presque total, partie] mais trés marqué, ou 
léger. 


IRRADIATION ULTRA-VIOLETTE DES SUSPENSIONS BACTERIENNES. — 
L’irradiation par les ultra-violets a été effectuée en soumettant 
le matériel a traiter, contenu dans des tubes de quartz de 6 mm 
de diamétre, a l’action d’une lampe a radiation ultra-violette 
froide dont |’émission prépondérante se situe dans la bande des 
2587 angstroms. Les tubes de quartz sont éloignés de 20 cm de 
la source d’ultra-violets et, dans ces conditions, il faut soixante- 
quinze minutes pour stériliser complétement les suspensions 
bactériennes que nous avons employées. 


ETUDE DE LA LYSE. 


I. Erupe MicroscoPiguE. — Quand on ajoute I goutte de phage 
P. F./cell. a IX gouttes d’une suspension d’E. coli » KR irradié, 
on assiste, pendant le séjour a 387°, a un éclaircissement pro- 
gressif de la suspension, éclaircissement qui devient complet en 
une heure. Si l’on étudie microscopiquement le phénoméne, en 
employant, pour mettre les noyaux en évidence, soit la technique 
de Robinow a lacide chlorhydrique, soit celle de Boivin et 
Tulasne a la ribonucléase, on constate que cette lyse ne s’accom- 
pagne pas des lésions nucléaires qui caractérisent la lyse bactério- 
phagique. En effet, au lieu de voir apparaitre A l’intérieur des 
bactéries les grosses masses chromatiques qui accompagnent, 
comme l’un de nous l’a montré [8], la lyse d’E. coli « R par 
P. I*., on assiste ici a un effilochement du cytoplasme, les noyaux 
semblant résister plus longlemps au processus lytique, avant de 
disparaitre également. Cette lyse rappelle donc plutot des lyses 
non spécifiques, telle la lyse d’E. coli o R par Valexine, ou la 
lyse du germe sensible « air B », par le lysozyine. 


Il. Action pu séRUM ANTIPHAGE. — Un lapin a été immunisé 
contre le phage P. F., stock ordinaire, non concentré, apparem- 
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ment dépourvu de lysine. Ce stock avait été obtenu par régéné- 
ration sur la souche E. coli o R. 

Le sérum antiphage est alors introduit, a des dilutions crois- 
santes, dans des tubes contenant IX gouttes de phage P. F./cell., 
concentré, régénéré également sur E. coli ¢ R. Aprés cing heures 
de contact 4a 37°, on détermine, par étalements de ces liquides 
additionnés de germes sensibles (méthode des deux couches de 
gélose), le pourcentage de phage inactivé, par rapport a des 
liquides témoins contenant, au lieu de sérum antiphage, soit du 
bouillon, soit du sérum normal. On recherche en méme temps 
si le pouvoir lytique du phage a l’égard du germe sensible irradié 
a été influencé par le contact avec l’immunsérum : pour cela, 
a une série de tubes contenant IX gouttes d’une suspension 
dE. coli g R irradié, on ajoute I goutte des différents mélanges 
phage-immunsérum, phage-sérum normal et phage-bouillon. La 
lecture de la lyse est faite aprés une heure et trois heures de 
séjour 4 37° et les résultats, consignés dans le tableau I, montrent 
que le sérum antiphage inhibe aussi bien |’action de la lysine 
de P.F./cell. que Vlaction bactériophagique proprement dite 
le titre du sérum est grossiérement le méme vis-a-vis de la lysine 
et vis-a-vis du phage. 

TaBieau | (1). 


P F./cell. 

+ sérum anti- 
P.F./ord. 1/10 
P.F. cell. 

+ sérum anti- 
P.F./ord. 1/50 
P.F./cell. 

+ sérum anti- 
P.F./ord. 1/250 
P.F./cell. 

+ sérum anti- 
P.F./ord. 1/4.250 
P F./cell. 

+ sérum normal 4/10 
P. F./cell. 

+ bouillon 4/10 


Lyse aprés 1 heure a 37°. 0 P 
Lyse aprés 3 heures &@ 37°, . .| 0 1p 
Pourcentage de phage inactivé.| 99,9 68 


43 
+ 
on 
~ 
ons 


atti 


(1) T, lyse totale:-+T, lyse presque totale; P. lyse partielle mais trés marguée; + 
P, lyse légére; VU, pas de lyse. 


Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le stock non 
concentré qui a servi a l’immunisation contenait des traces de 
lysine. Comme nous l’avons signalé plus haut, et contrairement 
a celle de P. F./cell., l’activité lytique de P. F./ord. ne se décele 
pas si, a X gouttes d’une suspension irradi¢e d’E. coli ¢ R, on 
ajoute I goutte de P. F./ord., mais celui-ci, employé 4 dose dix 
fois plus forte (X goultes), détermine une lyse légere. — 

La lysine s’apparente-t-elle, au point de vue antigénique, au 
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phage ou a la bactérie sensible ? Pour le savoir, nous avons 
préparé des stocks P. F’./cell. concentrés en les régénérant sur 
des germes sensibles autres que 9 R : E. coli ¢ S, une souche de 
Shigella dysenteriae et le microbe coliforme de Lisbonne. L’étude 
de Vaction, sur ces stocks, du sérum anti-P. F./ord. utilisé ci- 
dessus fournit des résultats superposables 4 ceux qu’indique Je 
tableau I. 

Préparons, d’autre part, un stock concentré obtenu en utilisant 
celle fois le phage p. f. 1. (principe faible initial), antigéniquement 
distinct de P. F., et régénéré sur la souche sensible E. coli gS : 
on obtient ainsi un stock a titre bactériophagique élevé mais doni 
activité lytique sur une suspension d’E. coli ¢ S irradié est 
beaucoup moins prononcée que celle de P. F./cell. (lyse partielle 
apres une heure et trois heures). Or, cette activité lytique n'est 
pas influencée par un contact préalable avec limmunsérum anti- 
Py P/ord. 

Ces résultats montrent que c’est de la nature du phage, et non 
de celle de la bactérie sensible utilisée, que dépend la spéecificité 
des anticorps actifs sur la lysine de P. F./cell. 


III. Acrion DU SERUM ANTIBACTERIEN. — On sait que le phée- 
noméne de Da Costa Cruz consiste dans la protection des bactéries 
sensibles contre la lyse bactériophagique par Jl’addition de 
l?immunsérum correspondant a ces germes sensibles. Nous avons 
recherché si le sérum antibactérien exerce une influence sur 
Vaction de la lysine d’Anderson. 

A IX gouttes d’une suspension d’E. coli ¢ R irradiée, on ajoute 
I goutte de phage P. F./cell. ainsi que I goutte de sérum de lapin 
immunisé contre des bacilles coli vivants, souche 9 R. Mis a 37°, 
ce mélange ne montre aucune lyse; par contre, en présence de 
sérum normal, la lyse se produit de la méme fagon que dans 
le mélange témom, sans sérum. La méme expérience peut ¢étre 
réalisée avec le systéme B. de Shiga irradiés + phage P. F./cell. 
+ sérum anti-B. de Shiga. Dans ce cas, certains lots de sérum 
normal se sont montrés légérement inhibiteurs de la lyse mais 
toujours a un degré moindre que le sérum antimicrobien qui, 
employé non dilué, inhibe totalement la lyse. 

La protection assurée par le sérum antibactérien se manifeste 
done vis-a-vis du facteur d’Anderson comme vis-a-vis du bactério- 
phage lui-méme. D’aprés Da Costa Cruz [4] et d’apres J. Beu- 
mer [5], ce sérum agirait en bloquant les récepteurs du bactério- 
phage. Les résultats qui suivent cadrent avec cette hypothése en 
ce qwils indiquent que la lysine s’unit aux mémes récepteurs 
hactériens que le bactériophage Iui-méme. 


IV. QUE DEVIENT LA LYSINE AU COURS DE LA LYSE DES GERMES 
rRRADIES ? ——~ Réalisons une dilution 1/10 du phage P. F./cell.. 
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dune part en solution physiologique, d’autre part en suspension 
WE. coli g KR stérilisée soit par les rayons ultra-violets, soit par 
chauffage a 60° pendant une demi-heure. Laissons en contact 
pendant deux heures et demie a 37° puis soumettons les trois tubes 
a une centrifugation de quinze minutes a 6000 tours. Dans les 
liquides surnageants, dénombrons d’une part les particules de 
bactériophage, et recherchons d’autre part la présence de lysine 
en ajoutant soit II gouttes, soit 1/5 de goutte de ces liquides, 
a IX gouttes de suspension d’E. coli 9 R irradiés. 

Les résultats consignés dans le tableau IT montrent que la lyse 
des germes irradiés s'est accompagnée non seulement d’une 
certaine chute du titre de bactériophage, comme l’avait déja 
montré T. Fk. Anderson, mais encore d’une diminution de la teneur 
en lysine. Cette réduction d’activité, concernant tant le bactério- 
phage que la lysine, est encore plus marquée dans le mélange 
P. F./cell. + germes chauffés, ce qui peut s’expliquer par le 
fait que, contrairement aux germes irradiés, les bactéries tuées 
par chauffage n’ont pas été lysées par P. F./cell. et qu’elles ont 
pu ainsi se combiner plus longtemps au bactériophage et au 
facteur lytique. 

Tasieau II. 


LIQUIDE SURNAGEANT DE 


P.F./cell. P.F./cell. P2¥,/ cell 


eee + Rirradié | +? R chauffé 


i 


I gouttes 
II gouttes 
1/5 de goutte 


a 
o 
= 
eo} 
3 
© 
on 
= 
_ 


1/5 de goutte 
1/5 de goulte 


Lyse aprés 1 beure a 37°. . . 0 0 0 

Lyse aprés 3 heures & 37° . . zee Tym) Mest dee || c= IP 

Parlicules de phages dans le ! 
liquide surnageant ....| 45.108/cm? 7,6.108/em? 3.105/em? 


Mais cette diminution de la richesse en lysine est-elle due 4 une 
fixation de la lysine sur les récepteurs bactériens ? 

Certains faits le suggérent ; ce sont 

a) Le fait que la lysine semble se combiner non seulement avec 
les germes entiers mais encore avec les extraits bactériens qui 
contiennent les récepteurs du bactériophage P. F. En employant 
la technique mise au point par P. Bordet et J. Beumer [6] nous 
avons préparé, a partir d’une suspension WE. coli 9 RK, des 
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extraits A. B., extraits ainsi dénommés par ces auteurs parce 
qu’ils sont obtenus par actions successives d’un acide et dune 
base. Mis en contact, pendant dix-huit heures a 37°, d'un volume 
égal de P. F./cell., ces extraits exercent une action inhibitrice 
a la fois sur le phage, comme l’a montré J. Beumer [5], et sur 
le facteur lytique d’Anderson. Les mémes extraits préparés 
a partir d’E. colig R irradiés ne se sont montrés ni plus ni moins 
actifs. 

b) Le fait que la lysine semble présenter les mémes exigences 
en cofacteur d’adsorption que le phage : Anderson signale que, 
en l’absence de tryptophane, le phage T4 exerce mal son action 
lytique sur E. coli B irradié. Disposant d’un_bactériophage 
(principe Lisbonne) qui exige la présence de calcium pour agir 
sur le germe sensible (Shigella dysenteriae), nous avons pu faire 
des constatations analogues 4 celles d’Anderson. Ce principe 
Lisbonne est produit par une souche naturellement lysogéne 
(microbe lysogéne de Lisbonne et Carrére) ; le filtrat, obtenu aprés 
régénération de ce phage sur le germe sensible, n’atteint pas un 
titre élevé. En employant la technique de Gratia sur cellophane, 
nous avons réussi a élever ce titre de 4.10°® particules par centi- 
métre cube (stock ordinaire) a 4.10® particules par centimetre 
cube (stock cellophane). Ce dernier stock contient une lysine assez 
faiblement active sur Shigella dysenteriae irradié ; or la lyse ne 
s’observe pas si le mélange a été privé, par addition d’oxalate 
de sodium, du calcium qu’il contient. 

c) Le fait que la lysine de P. F. ne lyse pas les bactéries 
irradiées lorsque celles-ci sont mises en suspension en eau dis- 
tillée. Or, en eau distillée, nous l’avons vérifié, le phage ne se 
fixe pas sur les germes. I] est vrai que ]’eau distillée exerce une 
certaine action destructrice sur la lysine mais cette action ne se 
manifeste qu’aprés un temps beaucoup plus long que celui requis 
pour une expérience de lyse. 

d) Le fait que des bactéries insensibles A la fois au phage et 
a la lysine tels : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugi- 
nosa, Pasteurella pestis, ne fixent ni le phage ni la lysine. 

Bien que ces faits plaident en faveur de l’intervention, dans la 
fixation de la lysine, des récepteurs bactériens appropriés au 
phage, il faut souligner que la fixation du bactériophage n’est 
cerlainement pas une condition sine qua non pour que la lyse 
par la lysine ait lieu. Car il existe, comme l’a montré Anderson, 
des germes qui, irradiés, sont sensibles 4 la lysine sans l’étre au 
bactériophage quand ils sont vivants. Telle est, entre autres, une 
souche de S. paralyphi C qui n’est lysée par P. F./cell. que 
lorsqu’elle a été irradiée. Aprés contact avec ces bacilles para- 
typhiques C irradiés ou chaulfés, le stock P. F./cell. présente une 
diminution de sa teneur en lysine sans que le titre en bactério- 
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phage ait varié. Notons que tous les bacilles du groupe coli- 
typhique-dysentérique que nous avons testés se sont montrés 
sensibles 4 Ja lysine de P. F./cell. 

D’autre part, i] faut remarquer que l’inhibition de la lysine par 
les extraits bactériens, ainsi que la fixation de la lysine sur les 
germes, est toujours assez faible : la chute de la teneur en lysine 
ne correspond pas quantitativement a la chute du titre en bacté- 
riophage ; reportons-nous au tableau II : aprés un contact de 
deux heures et demie 4 87° avec une suspension d’E. coli o R 
chauffés, le phage P. F./cell., déja dilué au 1/10 dans cette 
suspension, est devenu encore mille fois moins actif du fait de 
sa fixation sur les germes chauffés ; il contient pourtant encore 
une quantité bien décelable de lysine. Or, si l’on abaissait, par 
simple dilution, le titre d’un stock P. F./cell. au 10 000° de sa 
valeur, il se montrerait sans aucune action sur les germes 
irradiés. La limite d’action de la lysine d’un stock P. F./cell. se 
situe entre 1/200 et 1/400. 

En conclusion, on peut concilier les différents faits exposés 
dans ce paragraphe en considérant que la lysine s’unit aux 
récepteurs bactériens comme le fait le bactériophage, mais 
indépendamment de lui. 


ETUDE DES BACTERIES SENSIBLES A LA LYSINE. 


L’irradiation aux U.V., qui a pour résultat de rendre les 
bactéries sensibles a la lysine, exerce-t-elle une action trés par- 
ticuliére sur les germes, ou bien existe-t-il d’autres agents qui 
agissent comme les rayons ultra-violets ? Le tableau III montre 
qu’en fait ces agents sont nombreux et trés différents les uns des 
autres ; ce sont plutdt les agents capables de tuer les germes sans 
les rendre sensibles 4 la lysine qui ont en commun la caracté- 
ristique d’exercer une action dénaturante et coagulante sur les 
protéines. 

Tasieac III. 


AGENTS QUI TUENT LES BACTEKIES AGENTS QUI TUENT LES BACTERIES 
en les rendant sensibles 4 la lysine (1) en les rendant insensibles a la lysine 


H202 10-4 M Chauffage 1/2 heure & 60°. 
HCl N/10 Formol 4/1 000. 
NaOH N/140 Acide picrique 1/2 sat. 
Fe(CN)*K? 10 —2 M CCl? — COOH 5 p. 100. 
CHCI® saturé. 
wipe swelled Sate oS es i ae ee ee ee 


(4) Les bactéries sont laissées en contact avec les différents agents pendant trois heures 
4 37°, lavées trois fois puis remises en suspension en solution physiologique et testées 
pour leur sensibilité a la lysine. 
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Remarquons que les conditions d’action de la lysine bactério- 
phagique sont semblables aux conditions d’action des autolysines 
bactériennes, lesquelles agissent sur des germes tués par le 
chloroforme mais ne lysent pas les bactéries chauffées ou 
formolées. A ce propos, notons que les bactéries irradiées, non 
additionnées de phage, utilisées comme témoins dans nos expé- 
riences, subissent une certaine autolyse, peu apparente a [ceil 
nu aprés quelques heures, mais bien mesurable a l’absorptio- 
métre « Spekker » que nous avons employé dans la derniére 
partie de ce travail. Il se peut que lautolyse joue un réle dans 
le phénoméne d’ Anderson. 

Une suspension d’E. coli « R irradiée puis chauffée ou formolée 
n’est plus lysée par P.F./cell. : une certaine intégrité de la 
bactérie et particuligrement des protéines est donc nécessaire 
pour que les germes soient sensibles 4 la lysine. Les groupe- 
ments —_NH? des protéines bactériennes jouent vraisemblablement 
un role important dans la lyse. En effet, des bactéries irradiées 
traitées par des réactifs des —NH? tels : le formol, la ninhydrine 
ou le sulfure de carbone deviennent insensibles a4 |’agent lytique. 
Notons cependant que la lyse ne s’accompagne pas de la libération 
de quantités décelables d’ammoniaque. 

Le fait que des agents oxydants tels que eau oxygénée et !e 
ferricyanure de potassium n’enlévent en rien a des_bactéries 
irradiées leur sensibilité a la lysine indique que l’intégrité des 
groupements —SH n’est pas nécessaire 4 l’action de cette lysine. 


ETUDE DE LA LYSINE. 


I. RésistTANCE A CERTAINS AGENTS PHYSIQUES ET CHIMIQUES. — 
Comme Anderson, nous avons constaté que la lysine est beaucoup 
plus résistante a l’action des rayons ultra-violets que le phage. 
Aprés irradiation pendant une heure d’un stock P. F./cell., il 
ne reste, par centimetre cube, que quelques particules capables 
de donner naissance 4 des taches, alors que la lysine du stock 
est encore plus active quelle n’était avant Virradiation : ce 
dernier fait a également été signalé par Anderson. 

Par contre, la lysine de P. F./cell. s’est montrée un peu plus 
sensible que le phage a l’action de la chaleur; elle est en effet 
légérement inaclivée par un séjour d’une demi-heure a 59° ou 
bien par un séjour de vingt-quatre heures a 37°. Toutefois, cette 
différence n’est pas assez grande pour permettre de séparer, 
par chauffage, l’action bactériophagique de Vaction lytique. Un 
séjour d’une demi-heure 4 80° inactive totalement et le phage et 
la lysine. 

Nous avons mis au contact de P. F./cell. différents agents anti- 
bactériens qui épargent les virus et les bactériophages, tels le 
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chloroforme, le thymol, l’azide de sodium, la pénicilline, la 
p-amino- benzene sulfamide, et constaté que si, aprés trois heures 
d’action de ces agents a 37°, on teste P. F. [eell. sur des bactéries 
irradiées, la lysine est restée aussi active qu’au départ. Si, par 
contre, on réalise la méme expérience avec une dilution finale 
de 1/1 000 ou 1/10 000 d’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium, 
on s’apergoit que cet agent inhibe la lysine trés nettement, bien 
que toujours partiellement ; le nombre de particules de phage n'a 
pas diminué. On vérifie que l’inactivation de la lysine n’est pas 
due au borate de sodium dans lequel 1’éthyl-mercuri-thiosali- 
cylate se trouve en solution. On s’assure, d’autre part, que |’inhi- 
bition ne s’exerce pas par Vintermédiaire d’une action sur les 
germes irradiés : en effet, si l’on traite par 1’éthyl-mercuri- 
thiosalicylate une suspension de B. de Shiga irradiés, puis que 
l’on lave trois fois ces bactéries en solution physiologique, on 
constate que la nouvelle suspension ainsi obtenue est encore 
sensible a la lysine. 


IJ. INTERVENTION DANS LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE NORMALE. — 
La lysine exerce-t-elle un role dans la lyse bactériophagique des 
germes sensibles vivants ? I] s’agit la d’un probléme assez vaste 
que nous n’aborderons ici que par une de ses faces. 

Depuis qu’avec J. Beumer [7] l’un de nous a observé les modi- 
fications nucléaires qu’apporte le bactériophage dans la bactérie 
qu'il lyse, et depuis que ces observations ont été confirmées et 
étendues par Luria et Human [8], ainsi que par Murray, Gillen 
et Heagy [9] pour d’autres souches de bactériophages, nous nous 
sommes souvent demandé pourquoi la multiplication de certains 
phages améne Ja formation de grosses masses chromatiques 
a lintérieur des bactéries, alors que d’autres phages ne causent 
aucun remaniement désoxyribonucléique décelable. Existe-t-il 
une relation entre la production de lysine par certains phages et 
les modifications nucléaires qu’ils provoquent? Bien que le 
phage P. F. produise a la fois une lysine trés active et une 
hypertrophie nucléaire intense, et le phage p.f.1i. une lysine 
moins active avec des lésions nucléaires plus discrétes, ce paral- 
lélisme n’est pourtant pas général. Ainsi le phage Sh. G., dont 
laction sur le matériel chromatique bactérien est semblable 
a celle de P. F., ne témoigne d’aucune activité lytique sur Jes 
germes irradiés. 


II]. ComporTEMENT A L’ULTRACENTRIFUGATION. — T. F. Anderson 
soumet un stock de phage T, contenant de la lysine 4 une centri- 
fugation d’une heure a 82 000 tours : il constate que la lysine est 
descendue dans le culot de centrifugation avec les particules de 
bactériophage. Lorsqu’il répéte cette expérience avec un stock de 
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phage soumis préalablement aux rayons ultra-violets de fagon 
4 inactiver les bactériophages sans porter atteinte a l’activité de 
la lysine, il s’apercoit que, cette fois, la lysine reste dans le 
liquide surnageant : pour cet auteur, les rayons ultra-violets ont 
lésé les particules de phage et « libéré » la lysine. 

Ayant procédé trois fois a des expériences d’ultracentrifuga- 
tion, nous n’avons pas été en mesure de confirmer cette diffé- 
rence de comportement des stocks irradiés et non irradiés. Dans 
les deux cas, le liquide surnageant témoignait d’une faible acti- 
vité lytique sur les germes irradiés, activité attribuable, peut- 
étre, au fait que 2 p. 100 du total des particules de phage se 
trouvaient encore dans le liquide surnageant. Le culot d’ultra- 
centrifugation a été soumis 4 deux lavages au moyen d’une solu- 
tion de NaCl 0.14 M tamponnée a pH 7,5 par du phosphate M/100 
et recentrifugé. Ce culot est ensuite remis en suspension dans un 
volume d’eau physiologique tamponnée égal au volume initial du 
stock de phage. Pratiquement, aucune activité lytique ne peut étre 
décelée dans ce culot remis en suspension, et la teneur en lysine 
des deux liquides de lavage est extrémement faible. Au cours des 
manipulations, une grande partie de la lysine a donc disparu, 
disparition a laquelle nous ne voyons pas d’explication. 

La centrifugeuse que nous avons employée a été aimablement 
mise a notre disposition par M. le professeur R. Jeener. Elle est 
constituée par une toupie systéme Henriot et lair comprimé 
est refroidi dans le réservoir de compression par une pompe 
a fréon. 

Bien que nous n’ayons done pu _ répéter les observations 
d’Anderson sur ce point, nous avons pourtant constamment gardé 
4 Pesprit la notion qu’il a introduite de « lysine libérée par irra- 
diation » et nous avons, dans toutes nos expériences, recherché 
systématiquement une éventuelle différence de comportement 
entre la lysine d’un stock irradié et la lysine d’un stock de bacté- 
riophages intacts. Jamais nous n’en avons trouvé, si ce n’est une 
thermolabilité un peu plus grande de la lysine irradiée ainsi 
qu'une certaine fragilité lors de sa conservation a + 4°. 


IV. pH optimum p’action pE LA Lysine. — Dans l’espoir de 
caractériser davantage la lysine, nous avons procédé a des 
déterminations de courbes d’activité en fonction du pH. 

_ Des parties aliquotes d’une suspension de bacilles de Shiga 
irradiés sont réparties dans une série de tubes, centrifugées, et, 
aprés décantation, remises en suspension dans des solutions 
tampons de phosphates 0.1 M a des pH allant de 6,0 a 8,5 avec 
des écarts de 0,5 unité. Ces différents échantillons sont alors 
additionnés de phage P. F./cell. de maniére a arriver a la concen- 
tration finale en phage de 1/100. L’éclaircissement des suspen- 
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sions est mesuré par turbidimétrie a l’absorptiometre « Spekker » 
(filtres neutres) aprés vingt et quarante minutes de séjour au bain- 
marie 4 38°, 

Les résultats, portés en graphique dans la figure 1, mettent en 


S5+0,025 


PH 


COO S700 7,5) oO rS > 


Fic. 14. — Lyse, en fonction du pH, de B. de Shiga irradiés par P. F./cell. Dilu- 
tion finale 1/100. La valeur absolue de lyse (traits continus) est exprimée par 
la diminution de l’extinction de la suspension par rapport au témoin (AE). Les 
traits pointillés expriment le pourcentage de bactéries lysées. Temps de lyse : 


vingt minutes. 


évidence deux optimums de pH trés nets, l’un a 7, et l’autre, plus 
élevé, & 8. Si l’on dilue moins le phage, la courbe présente des 
clochers beaucoup moins nets et tend a prendre une forme en 
plateau : la lyse étant beaucoup plus intense et rapide, les deux 
courbes en cloche ont tendance a interférer davantage l’une sur 
Vautre, et les deux phénoménes a s’additionner au niveau du 


pH 7,5: 
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L’emploi de solutions tamponnées ne différant entre elles que 
de 0,1 unité (au lieu de 0,5) permet de préciser que. les 


507-0; 250 


6.9 16.56 7.0), 7.5) 18:ofsas 


Fic. 2. — Lyse, en fonction du pH, de B. de Shiga irradiés par P.¥./cell. 4/100 
traité par l’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium a4 1/1 000. Traits pleins : 
valeurs absolues de lyse. Traits pointillés : pourcentage de bactéries lysées 
Temps de lyse: a, X vingt minutes; 6, 0 quarante minutes. , 


deux opumums de pH se situent exactement 4 7,0 et a 8,0. 
La courbe d’activité de la lysine est la méme si ]’on teste cette 
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lysine sur un autre germe sensible a la fois au phage P. F. ct 
a sa lysine (E. coli y R), ou sur un germe sensible a la lysine, 
mais insensible au phage (S. paratyphi C). 

Quant a la lyse bactériophagique normale de bacilles de Shiga 
vivants par P. F./cell., elle présente un seul optimum de pH qui, 
dans nos expériences, s’est situé parfois a 7,5, parfois a 8,0. 

Répétons maintenant les expériences dont les résultats sont 
donnés dans la figure 1, mais a l’aide, cette fois, de lysine par- 
tiellement inactivée par un contact de trois heures au laboratoire 
avec une solution d’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium 4 la 
dilution finale 1/1 000. Il ne reste qu’un seul clocher, a pH 7,0 
(voir figure 2) ; le clocher alcalin a complétement disparu, tandis 
que. le clocher neutre n’est pas inférieur a ce qu’il était en 
absence d’éthyl-mercuri-thiosalicylate. Si Von réduit a dix 
minutes, au lieu de trois heures, le temps de contact avec |’inhibi- 
teur, on retrouve une ébauche de clocher alcalin faisant suite au 
grand clocher neutre. 

De ces derniéres expériences, il semble donc ressortir que la 
lyse est due 4 deux facteurs lytiques bien distincts dont l'un (fac- 
teur lytique alcalin) a son optimum d'action a pH 8,0 et est 
inactivé par l’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium, tandis que 
Vautre (facteur lytique neutre) a son optimum d’action au pH 7,0 
et n’est pas influencé par |’éthyl-mercuri-thiosalicylate. 

Au dela du pH 8,5, l’activité de la lysine, recherchée en tam- 
pons borates 0,1 M a des pH allant de 8,0 4 10,0, présente une 
ébauche de clocher au niveau du pH 9,0, puis tombe rapidement 
ai des taux trés bas, 


Discussion ET CONCLUSION. 


Les expériences de toute la premiére partie de ce travail ayant 
été réalisées 4 un pH voisin de 7,4, avec un stock de phage dilué 
seulement au 1/10, on peut considérer que l’on était placé dans 
des conditions ot chacun des deux principes lyliques (neutre et 
alealin) est actif. Comme Anderson, appelons lysine ou substance 
bactériolytique l’ensemble de ces deux facteurs lytiques. Cette 
lysine est antigénique et c’est la souche de phage qui lui impose 
sa spécificité et non la souche de bactérie lysée par le phage. II 
semble que le premier temps de l’action lytique soit le méme 
pour la lysine que pour le bactériophage, c’est-a-dire une 
combinaison avec les récepteurs bactériens. 

‘Existe-t-il un rapport entre la substance bactériolytique 
d’Anderson et certaines lysines bactériophagiques décrites par 
d’autres auteurs ? Sertic [10], puis Gratia [44], étudiant le halo 
d’aspect vitreux qui entoure les taches de certaines souches de 
coliphages, concluent que cette transformation vitreuse de la 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 80, n® 4, 1954. 27 


392 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


souche sensible est due A la diffusion, a partir de la tache, d’une 
« lysine » dont la spécificité d’action et la spécificité antigénique 
sont celles du phage. C’est probablement une substance analogue 
qu’a étudiée plus récemment Humphries [412], cette fois avec un 
bactériophage actif sur Klebsiella pneumoniae type A, dont la 
« lysine » détruit la capsule des germes sensibles vivants ou tués. 

Pour Mondolfo [413] la lysine de Sertic et Gratia serait com- 
posée de plusieurs enzymes dont lun serait hyaluronidase : 
en effet, les lysats bactériophagiques capables de donner le phé- 
nomene du halo vitreux, et ceux-la seulement, posséderaient le 
facteur de diffusion de Duran-Reynals, décelé par le test sur le 
lapin ; par contre, le test in vitro, moins sensible, ne révélerait 
pas d’action de ces stocks de phage sur l’acide hyaluronique. 

Par bien des propriétés, les « lysines » décrites par ces 
auteurs évoquent le facteur lytique d’Anderson. Ajoutons encore 
que l’hyaluronidase, éventuellement assimilable 4 la lysine de 
Sertic, est inhibée par 1’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium 
comme |’est notre facteur lytique alcalin [44]. Pourtant, dans 
notre collection, ce ne sont pas les phages dont les taches 
s’entourent d’un halo qui sont bons producteurs de la lysine 
d’Anderson : sur E. coli» S, le phage p. f.1. fait apparaitre de 
grandes taches entourées d’un halo, mais son stock concentré 
lyse mal une suspension d’E. coli o S irradié; par contre, les 
taches du phage P. F., dont la lysine est trés active, ne pré- 
sentent pas de halo. 

Notons aussi que le salicylate de soude, qui inactive lhyaluro- 
nidase, est sans action sur la lysine de P. F./cell. 

Par inoculation dans le derme d’un lapin blane d’un mélange 
d’hémoglobine et de phage P.F./cell., nous avons toutefois 
recherché la présence éventuelle d’un facteur de diffusion dans 
ce stock de phage : |’extension de la papule colorée s’est tou- 
jours faite parallélement a celle d’une papule témoin, formée 
par l’injection d’hémoglobine sans phage. A vrai dire, en réali- 
sant la méme expérience avec du phage p.f.1i., dont les taches 
sont entourées d’un halo, nous n’avons pas pu davantage repro- 
duire les résultats de Mondolfo. 

La comparaison avec un autre enzyme vient également 
a Vesprit. Anderson rappelle que le lysozyme, qui est sans 
action apparente sur une suspension d’E. coli B vivants, lyse 
cetle méme suspension quand elle a été irradiée ; la substance 
bactériolytique du phage est par contre inactive sur Micrococcus 
lysodeikticus. Nous avons constaté que des agents autres que les 
rayons ultra-violets, tel le ferricyanure de potassium, peuvent 
aussi rendre une suspension d’E. coli » R sensible a l’action du 
lysozyme. Les suspensions chauffées ne sont, par contre, pas 
lysées par cet enzyme. Il existe done des analogies entre le 
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mode d’action du lysozyme et celui du facteur lytique que nous 
étudions. Toutefois, le lysozyme différe de notre facteur lytique 
alcalin en ce qu'il n’est pas inactivé par 1’ éthyl-mercuri-thio- 
salicylate; il se distingue, d’autre part, de notre facteur lytique 
neutre, en ce que son optimum d’action se situe 4 un pH alealin. 
On peut émettre l’hypothése que lysozyme et lysine bactério- 
phagique interviennent tous deux comme premier facteur 
« déclenchant », favorisant ensuite l’autolyse des bactéries 
irradiées. 

En conclusion, on donne actuellement le nom de lysines a des 
substances spécifiques élaborées par le systéme bactériophage- 
bactérie sensible au cours de la lyse bactériophagique normale ; 
ces substances ont beaucoup de propriétés suggérant une nature 
enzymatique. Elles se diviseraient au moins en deux groupes, 
dont l’un (type : lysine de Sertic), actif sur des polysaccharides 
bactériens, aurait un mode d’action voisin de celui de l’hyalu- 
ronidase, et dont l’autre (type: lysine d’Anderson) agirait en 
se combinant avec des protéines bactériennes, et plus particulié- 
rement avec les protéines qui représentent les récepteurs du 
phage. 


RESUME, 


Comme l’a montré T. F. Anderson, les stocks concentrés de 
certaines souches de bactériophage ont la propriété de lyser des 
bactéries stérilisées par l’action des rayons ultra-violets. Cette 
lyse est microscopiquement distincte de la lyse bactériophagique 
normale. La lysine qui en est responsable est inactivée spécifi- 
quement par le sérum anti-phage homologue tandis qu’elle parait 
antigéniquement distincte des bactéries qui ont servi 4 préparer 
le lysat. 

De méme que l’addition de sérum antimicrobien homologue 
protége les bactéries vivantes contre la lyse bactériophagique 
normale, de méme |’addition de ce sérum protége les bactéries 
irradiées contre l’action de la lysine. 

La lysine se combine aux bactéries qui lui sont sensibles ainsi 
qu’a des extrails bactériens qui contiennent les récepteurs du 
phage. Toutefois, la lysine se fixe moins vite et moins complé- 
tement que le phage. La lysine peut en outre se fixer et agir 
indépendamment du phage puisqu’elle est capable de lyser des 
germes qui sont insensibles au phage. Dans le cas d’un bacté- 
riophage qui exige du calcium pour lyser le germe sensible, !a 
lysine a présenté la méme exigence. 

Outre les rayons ultra-violets, certains agents chimiques 
a action peu spécifique peuvent tuer les bactéries en les rendant 
sensibles a la lysine; par contre, tout traitement qui exerce 
une action dénaturante sur les protéines des bactéries enléve 
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a celles-ci la possibilité d’étre lysées par la lysine. L’intégrité 
des groupements —NH? est nécessaire 4 Vaction de la lysine ; 
celle des groupements —SH ne semble pas J’étre. 

La lysine est beaucoup plus résistante que le bactériophage 
a l’action des rayons ultra-violets ; elle est, par contre, un peu 
plus sensible a la chaleur. Elle est partiellement inactivée par 
l’éthyl-mercuri-thiosalicylate de sodium, qui est sans action sur 
le bactériophage. 

Il ne semble pas y avoir de relation entre la production de 
lysine par une souche de bactériophage et la propriété qu’a cette 
souche d’amener de grosses perturbations nucléaires au cours 
de sa multiplication dans la bactérie. 

Dans nos expériences d’ultracentrifugation, la lysine dun 
stock de phage irradié ne s’est pas comportée différemment de 
la lysine d’un stock non irradié. 

Il semble que l’on puisse décomposer la lysine en deux fac- 
teurs, dont l'un a son optimum d’action A pH 7,0 et Vautre 
a pH 8,0. Seul ce dernier facteur est inactivé par l’éthyl-mercuri- 
thiosalicylate de sodium. 
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ETUDE COMPARATIVE DE LA CROISSANCE 
DE SPOROVIBRIO DESULFURICANS 
SUR PYRUVATE ET SUR LACTATE DE SOUDE 


. par Jacques SENEZ. 


(Centre de Recherches scientifiques, industrielles et maritimes 
de Marseille.) 


Depuis les travaux classiques de Beijerinck (1895) [4], de van 
Delden (1904) [2] et de Baars (1930) [8], on considére de facon 
générale que la meilleure source de carbone pour la culture des 
bactéries sulfato-réductrices est le lactate de soude. Ce carbo- 
hydrate est oxydé par Sporovibrio desulfuricans a J état 
d’acétate et de gaz carbonique, conformément au schéma établi 
par Baars [8] : 


2 CHy.CHOH.COONa + MgSO, = 2CH,.COONa + CO, + MgCO, + HS + H,0. 


Une autre espéce, Sp. rubentschicki, se différencie de la pré- 
cédente par son aptitude a utiliser les acétates et a poursuivre 
la dégradation du lactate jusqu’a son terme : 


2CH,CHOH. COONa + 3MgSO, = 2CO, + 3MgCO, + 3H,S + Na,CO; + 2H,0. 


Bien que le lactate assure une réduction des sulfates relati- 
vement rapide et des concentrations élevées en hydrogéne sulfuré, 
le développement bactérien obtenu sur ce substrat en fin de 
croissance est remarquablement faible. Soulignant ce fait, Butlin, 
Adams et Thomas (1949) [4] ont récemment signalé que l’extrait 
de levure ajouté dans le milieu a raison de 0,1 p. 100 accroit la 
vitesse de développement et la turbidité finale des cultures, mais 
n’ont pas évalué quantitativement cet effet favorable. Leur consta- 
tation a été vérifiée par Miller (1949) [5], qui a employé comme 
test de croissance le temps mis pour atteindre 50 p. 100 de la 
concentration finale en hydrogéne sulfuré. L’extrait de levure 
diminue ce temps dans des proportions considérables et son action, 
qui se manifeste avec des doses trés faibles (0,004 p. 100), est 


f 
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relativement peu accrue par une augmentation de teneur allant 
jusqu’a 1 p. 100. 

En dehors du lactate, peu d’attention semble avoir été accordée 
aux autres carbohydrates attaqués par Sp. desulfuricans. C’est 
ainsi, notamment, que Baars [8] parait étre le seul auteur qui ait 
mentionné la fermentation du pyruvate, sans donner, d’ailleurs, 
de détails sur l'utilisation de ce substrat. 

Il a paru intéressant d’étudier comparativement la croissance 
et l’activité sulfato-réductrice de Sp. desulfuricans sur lactate et 
sur pyruvate de soude, avec et sans addition d’extrait de levure, 
un des buts poursuivis étant de déterminer si cetle comparaison 
peut fournir un support a l’hypothése suivant laquelle le pyruvate 
serait un produit intermédiaire de la dégradation du lactate par 
les bactéries sulfato-réductrices. 


MATERIEL D’ETUDE ET METHODES. 


La souche utilisée dans ce travail (souche 41) est une de celles 
que nous avons isolées 4 partir de la vase d’un étang salé du 
littoral méditerranéen et dont la description détaillée fera V’objet 
d’une publication ultérieure. 

Les caractéres morphologiques et physiologiques de ce germe 
permettent de lidentifier avec Sporovibrio desulfuricans, var. 
aestuari (van Delden-Baars) Starkey. C’est un vibrion anaérobie 
strict, Gram négatif, de petite taille (0,4 # x 1,5 a 3,5 2), non 
sporulé, tout au moins dans les cultures 4 32°, trés mobile, pos- 
sédant un flagelle polaire. Le développement est optimum dans 
les milieux contenant 2 p. 100 de chlorure de sodium, mais 
également possible, sans entrainement préalable, dans les milieux 
ai eau douce et dans une large zone de salinité (0 a 12 p. 100 
de NaCl). Le lactate de soude est fermenté avec production équi- 
moléculaire d’acide acétique. Sont également attaqués, le pyru- 
vate de soude, le glycérol et l’éthanol. L’asparagine, le glycocolle, 
les sucres, y compris le glucose, les alcools secondaires et ter- 
liaires et l’acétate de soude ne sont pas attaqués. II convient, 
enfin, de signaler que cette souche est douée d’une hydrogénase 
et peut se développer, comme on l’a montré ailleurs (Senez et 
Volcani, 1951) [6], en présence d’hydrogéne gazeux, sur un milieu 
purement minéral. 

Pour les expériences rapportées dans le présent article, on a 
employé une solution minérale de base de composition suivante : 


NH,Cl, 0,2 p. 100; MgSO, .7H,0, 0,4 p. 100; Na,SO,, 0,4 p. 100; K,HPO,, 0,1 p. 100; 
CaCl,.2H,0, 0,02 p. 100; NaCl, 4 p. 100. 


Afin d’éviter la formation de sulfure de fer et de pouvoir estimer 
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les croissances bactériennes par néphélométrie, on a omis le sel 
de Mohr qui est classiquement incorporé dans les milieux destinés 
a la culture des bactéries sulfato-réductrices, Ainsi que l’indiquent 
Butlin et ses collaborateurs (1949) [4], les besoins en fer de ces 
germes sont assez faibles pour étre satisfaits par les traces de 
cet élément toujours présentes, comme impuretés, dans les autres 
constituants. 

Les sels sont dissous dans de l’eau distillée, en respectant 
Yordre indiqué, et le pH est ajusté a 7,4. Le trouble formé est 
éliminé par filtration et la solution est stérilisée a l’autoclave 
(quinze minutes 4 120°). Cette premiére stérilisation peut modifier 
le pH, qui en ce cas est réajusté, et provoquer un précipilé parfois 
assez abondant. Aprés filtration, la solution est a nouveau stéri- 
lisée, a température moins élevée (quinze minutes a 110°) et 
demeure cette fois parfaitement limpide. 

Lorsque le milieu a été porté a son volume final et ensemencé, 
sa concentration saline est identique a celle du milieu de Starkey 
(1948) [7], c’est-a-dire qu’il contient 1,16 millimoles de sulfates 
par 100 cm*. 

Le lactate et le pyruvate, dissous dans de l’eau distillée, sont 
stérilisés séparément par filtration sur filtre Seitz. Il en est de 
méme pour l’extrait de levure (Difco), lorsque celui-ci doit étre 
incorporé a concentrations variables. Dans le cas contraire, 
V’extrait de levure est stérilisé avec la solution de base. 

' La solution de base, fraichement préparée et refroidie brusque- 
ment au sortir de l’autoclave, est répartie stérilement, a raison 
de 2,5 ecm* par tube, dans une série de tubes a essai stériles. 
Aprés addition du substrat carboné et, éventuellement, de l’extrait 
de levure, le volume est complété a 4,8 cm* avec de l’eau distillée 
stérile, chacune des concentrations en carbohydrate ou en extrait 
de levure étant répétée six fois. Les tubes sont finalement ense- 
mencés avec 0,2 cm® d’une culture sur milieu de Starkey au 
lactate modifié par addition de 0,1 p. 100 d’extrait de levure. 

Les tubes sont aussitdt scellés sous vide et leur densité optique 
est individuellement relevée par comparaison avec un tube étalon 
non ensemencé, contenant le méme milieu ; ils sont enfin placés 
a létuve a 32°. 

Les mesures néphélométriques ont été effectuées en lumiére 
rouge (filtre Wratten n° 29), avec un électro-photométre spéciale- 
ment construit par le Laboratoire d’Optique du CRSIM. Les résul- 


: : : a, al rie 
tats sont exprimés en densités optiques (« = log =) ot élablis 


sur les moyennes des différents tubes d’une méme série. 

Les dosages d’hydrogéne sulfuré ont été pratiqués par iodo- 
métrie avec des solutions d’iode et de thiosulfate N/50, et les 
dosages de l’azote bactérien par micro-Kjeldhal. 
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R&sSULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° CROISSANCE SUR. PYRUVATE ET SUR LACTATE A CONCENTRATIONS 
EQUIMOLECULAIRES, EN PRESENCE ET EN L’ABSENCE  D’EXTRAIT DE 
LEvuRE. — Dans cette premiére expérience, la concentration en 
carbohydrate a été fixée a 0,35 p. 100, ce qui, étant donné la 
faible différence des poids moléculaires, correspond pratiquement 
a une molarité identique (3,1 millimoles par 100 cm*). Deux séries 
de 6 tubes ont été préparées pour chaque substrat, l'une avec, 
et l’autre sans addition de 0,1 p. 100 d’extrait de levure. 
L’examen des bilans théoriques de fermentation montre que 
le lactate est un donateur d’hydrogéne deux fois plus actif que 
le pyruvate et que, pour réduire une molécule de sulfate, 11 faut, 
soit 2 molécules de lactate, soit 4 molécules de pyruvate : 


2CH,.CHOH COOH + 2H,0 —>, 2CH,.COOH + 2C0, + 8H. (1) 
4CH,.CO.COOH + 4H,0 —>. 4CH,.COOH + 4CO, + 8H. (2) 
8H + S0,H, —> HS + 4H,0. (3) 


En présence de 1,16 millimoles de sulfates et de 3,1 millimoles 
de carbohydrate, le facteur limitant la croissance est donc théori- 
quement la: teneur en sulfates dans le cas du lactate, et la teneur 
en substrat carboné dans le cas du pyruvate. En conséquence, 
les concentrations maxima en H,S qui peuvent étre atteintes sont 
respectivement de 1,16 et de 0,775 millimoles par 100 cm‘. 

On pouvait s’attendre a priori 4 ce que la croissance totale st 
la concentration finale en hydrogéne sulfuré soient toutes deux 
plus grandes dans les cultures sur lactate. Or, les résultats expé- 
rimentaux (tableau I et fig. 1) ont montré que les cultures sur 
lactate aboutissent effectivement 4 une teneur plus élevée en H,S, 
mais que, par contre, leur densité optique finale et leur taux de 
croissance sont trés nettement inférieurs a ceux des cultures sur 
pyruvate. 

Pour lun et lautre substrat, le taux de croissance et la crois- 
sance totale sont fortement accrus par l’extrait de levure, qui 
augmente de facgon paralléle la concentration finale en H,S dans 
les cultures sur pyruvate. L’extrait de levure ne modifie pas la 
teneur en hydrogéne sulfuré des cultures sur lactate, mais il 
convient de remarquer que, dans le cas du lactate, les valeurs 
cbhtenues sont trés proches de leur limite théorique et que le 
facteur limitant la croissance est ici ]’épuisement des sulfates. 


2° INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN EXTRAIT DE LEVURE. — 
Dans deux séries de tubes contenant lune du lactate et l’autre 
du pyruvate 4 concentrations équimoléculaires (0,35 p. 100), on 
a réalisé des concentrations croissantes en extrait de levure (0,01, 
0,05 et 0,4 p. 100). On a également préparé une série de tubes 
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TasLteau I. — Croissance comparative de Sp. desulfuricans sur pyru- 
vate et sur lactate a concentrations équimoléculaires, avec et 
sans adjonction d’extrait de levure. 


DENSITES OPTIQUES MOYENNES 


SUBSTRATS 


en H,S 
(millimoles/100 cm?) 


CONCENTRATION FINALE 


24 heures 
38 heures 
48 heures 
67 heures 
91 heures 


n n 
o ©. 
i= =i 
= =) 
o o 
a a 
19 a 
= = 


Pyruvate 0,35 p. 100 
+ 0,1 p. 100 extrait 
de levure 

Pyruvate 0,35 p. 100. 


Lactate 0,35 p. 4100 
+ 0,1 p.100 extrait 
de levure 

| Lactate 0,35 p. 100 . 


WJ 
> 
co} 
eK 
ra 1 
Oo bel 
J 
= 
nao: 
we 
Ww 
a) r 
o— o— 
2 ae 
4 
(on C2) 
i 
20 40 60 90 
TEMPS EN HEURES 
Fic. 14..— Croissance sur pyruvate et sur lactate 4 concentration équimolécu- 


laire (3,1 millimoles p. 100). (4), pyruvate + 0,1 p. 100 d’extrait de levure ; 
(2), pyruvate seul; (3), lactate + 0,1 p. 100 d’extrait de levure; (4), lactate 
seul. 


témoins avec 0,1 p. 100 d’extrait de levure, mais sans substrat 
carboné. 
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Afin d’accroitre la phase de latence et de rendre ainsi plus 
apparent un effet possible de l’extrait de levure sur les premiers 
stades du développement, les tubes de cette expérience ont été 
ensemencés avec une culture plus a4gée (3 jours) et qui avait été 
préalablement diluée dans de l’eau distillée stérile. 

L’absence de développement bactérien et de réduction signi- 
ficative des sulfates dans les tubes témoins (tableau IT) démontre 


Taspieau Il. — Influence de la concentration en extrait de levure 
sur la croissance de Sp. desulfuricans. 


DENSITES OPTIQUES MOYENNES 


SUBSTRATS 


en H,S 
(millimoles/100 cm?) 


carbonés 


CONCENTRATIUN 
en extrait de levure 


C YNCENTRATION FINALE 


13 heures 
19 heures 
23 heures 
37 heures 
41 heures 
68 heures 


0,032 
| ; ; 9/0. 0,7 0,748 


o 
i—) 
ow 


Pyruvate 
0,35 p. 400. 


0,729 
0,805 


0,449 
Lactate = 


be ; 5) 0,0: at: 0,449 
0,35 p. 100 ‘ols | 07463 


que l’extrait de levure ne peut assurer a lui seul la croissance 
des germes. Par ailleurs, dans la gamme des concentrations 
étudiées, Paccroissement de la teneur en extrait de levure n’aug- 
mente la croissance totale et la production d’H,S que de facon peu 
marquée. Tout au plus observe-t-on, avec ]a concentration la plus 
élevée, un faible raccourcissement de la phase de latence et une 
légére augmentation du taux de croissance (fig. 2). 

Miller (1949) ) [5] a signalé que divers autres produits orga- 
niques, et en particulier “Vhydrolysat de caséine, exercent sur la 
réduction des sulfates par Sp. desulfuricans un effet de stimula- 
tion comparable a celui de l’extrait de levure. Confirmant cet 
auteur, nous avons constaté une courbe de croissance et une 
concentration en H,S identiques dans des cultures sur lactate 
(0,35 p. 100), en présence de 0,1 p. 100 d’extrait de levure 
ou de la méme quantité d’hydrolysat enzymaGs de caséine 
(N-Z-Amine type B, Sheffield Farms). 


3° INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN LACTATE ET EN PYRUVATE. 
— Les concentrations en lactate et en pyruvate employées ont 
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été de 0,175, 0,35, 0,70 et 1,40 p. 100, c’est-a-dire respecti- 
vernent 1,55, 3,1, 6,2 et 12,4 millimoles par 100 cm*. Les milieux 
étaient, d’autre part, uniformément enrichis par l’addition de 
0,1 p. 100 d’extrait de levure. 

_Chacune des concentrations de chaque substrat a été répétée 
six fois. En outre, les concentrations 4 0,70 p. 100 ont été repro- 
duites dans deux séries complémentaires de 6 tubes dont les 


DENSITE OPTIQUE 


20 408 1 60 


TEMPS EN HEURES 


Fie. 2. — Influence de la concentration en extrait de levure. Pyruvate 0,35 p. 100 
avec addition de 0,4 p. 100 (4), 0,05 p. 100 (2), et 0,01 p. 100 (3) d’extiait de 
levure. Lactate 0,35 p. 100 avec addition de 0,4 p. 100 (4), 0,05 p. 100 (5), et 
0.4 p. 100\d’extrait de levure. 


résultats ont été relevés séparément, de fagon a4 contrdler leur 
reproductibilité. 

Dans les milieux contenant 0,175 p. 100 de lactate, 0,175 p. 100 
et 0,35 p. 100 de pyruvate, la croissance est théoriquement 
limitée par la source de carbone et Ja concentration en hydro- 
gene sulfuré ne peut dépasser 0,775, 0,338 et 0,775 millimoles 
par 100 em’, respectivement. Par contre, le facteur limitant la 
croissance des autres séries est la teneur en sulfates qui fixe 
i 1,16 millimoles par 100 cm® la concentration maxima en H,S. 

Les résultats expérimentaux (tableau III et fig. 3) montrent 
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que, sur pyruvate, la croissance totale augmente considéra- 
blement avec la concentration en carbohydrate, tandis que la 
durée de la phase de latence et le taux de croissance ne sont 
pas sensiblement modifiés. La concentration finale en H,S pré- 
sente une accroissement paralléle, mais il est 4 remarquer que, 
méme pour la concentration en pyruvate la plus élevée, la teneur 
en H,S reste trés inférieure a celle que permet théoriquement 
la composition du milieu. Ce fait semble indiquer que, contrai- 
rement 4 ce que l’on pourrait attendre, la croissance n’est pas 
limitée par l’épuisement des sulfates, mais par celui du 
pyruvate. 

Avec le lactate, l’augmentation de la croissance totale en 
fonction de la concentration est beaucoup moins apparente. On 
voit, d’autre part, que la phase de latence est d’autant plus 
longue que la concentration en substrat est plus élevée et Ja 
partie initiale de la courbe correspondant au milieu le plus 
concentré est nettement atypique. Cette anomalie peut sans doute 


TasLeau HI. — Croissance de Sp, desulfuricans en présence de concen- 
trations croissantes de pyruvate et de lactate. (Milieux uniformé- 
ment enrichis avec 0,1 p. 100 d’extrait de levure.) 


DENSITES OPTIQUES MOYENNES 


SUBSTRATS 


CONCENTRATION FINALE 
eo H,S 
(millimoles/100 cm*) 


143 heures 
18 heures 
23 heures 
38 heures 
46 heures 


Pyruvate p. 100 : 


Oa 75 oe es 4 0,466 
ecu .& ae 0,760 
OT Opete cues 0,947 
0: LOS ene >| 0,843 
WE Mec .c d 1,076 
Lactate p. 100 : 
Unie . k 0,382 
(Nash ta alc : 0,312 
O10. eee 0,357 
ORO ree : 0,390 
Ala Ol wares 0,220 | 0,269 


s’expliquer en partie par le fait que l’addition au milieu de la 
solution de lactate, stérilisée séparément, a abaissé le pH initial, 
eréant ainsi des conditions défavorables au début du dévelop- 
pement. Quoi qu’il en soit, les croissances redeviennent paral- 


| 
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léles et les croissances totales ne paraissent pas altérées par 
l’anomalie initiale des courbes. 
On a vérifié par un examen microscopique des cultures en fin 


DENSITE OPTIQUE 


20 40 60 
TEMPS EN HEURES 


Fic. 3. ~ Croissance en présence de quantités variables de carbohydrates, et de 
0,4 p. 100 d’extrait de levure. (1), pyruvate 4,4 p. 400; (2) et (3), [pyruvate 
0,7 p. 100; (4), pyruvate 0,35 p. 100; (5), pyruvate 0,175 p. 100; (6), lactate 
1,4 p. 100; (7), lactate 0,7 p. 100; (8), lactate 0,35 p. 100; (9) lactate 0,175 p. 100. 


de développement, que les dimensions moyennes des cellules 
sont identiques sur milieu au pyruvate et sur milieu au lactate. 
Par ailleurs, on a confronté les mesures de densité optique avec 
Je dosage de l’azote bactérien effectué sur les culots de cen- 
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trifugation des cultures, et les résullats obtenus (tableau IV) 
indiquent une concordance satisfaisante entre ces deux méthodes 
d’estimation de la croissance. 


Tasteau 1V. — Goncordance entre les estimations de la croissance 
totale par mesuré de la densité optique et par dosage de lazote 
bactérien (micro-Kjeldahl). 


AZOTR ORGANIQUE 
SUBSTRATS DENSITE OPTIQUE FINALE bactérien 
(mg par cm? de culture) 


Pyruvate p. 100 : 


00280 
0, 0480 
0,0476 
0, 0668 


0,0158 
0,0198 
0.0196 
0, 0468 


Le comportement différent des substrats 4 Végard de la crois- 
sance et de la réduction des sulfates est mis en évidence par la 
comparaison entre les densités optiques finales, les quantités 
théoriques maxima de sulfates pouvant étre réduites, et les 
quantités effectivement réduites (tableau V). La supériorité du 
pyruvate comme support de la croissance est frappante, surtout 
Si on compare les deux substrats dans des conditions théori- 
quement équivalentes du point de vue des processus d’oxydo- 
réduction, c’est-a-dire, ainsi qu’on l’a déja souligné, si on rap- 
proche les concentrations en pyruvate doubles de celles en 
lactate. Il est remarquable que, malgré leur densité bactérienne 
beaucoup plus faible, les cultures sur lactate réduisent néan- 
moins une quantité de sulfates plus élevée et plus proche de la 
quanhté théorique maxima. 

Le rapport entre la croissance totale et la quantité de sulfates 


d : é : : 
réduits (as) est intéressant A considérer, car il établit le bilan 
2 


entre la synthése cellulaire et l’activité catabolique et représente, 
par conséquent, un coefficient d’assimilabilité du substrat. TI 
ressort des données expérimentales (tableau V) que ce rapport 
dépend de la nature, mais non de la concentration, du substrat. 
Ses valeurs moyennes sont de 1,93 pour les milieux au pyruvate 
et de 0,53 pour les milieux au lactate, avec des écarts peu impor- 
tants, sauf pour la plus faible concentration en lactate. Mais. 
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Tasteau V. — Rapport entre synthése cellulaire et réduction des 
=a aig dans les cultures de Sp. desulfuricans sur pyruvate et sur 
actate. 


REDUCTION DES SULFATES 
CROISSANCE (millimoles/100 em?) 


RAPPORT : 


bactérienne 
CROISSANCE TOTALE 


S ULFATES REDUITS 


a 
(its) 


SUBSTRATS totale 


(densités 


réduite 
par le substrat 
réduite 


Quanlité 
effectivement 


optiques) 


pouvant étre 
« Rendement » 


i] 
£ 
“ 
wo 
a 
2 
= 
e 
i) 
=) 
oe 


Pyruvate p. 100: 


méme dans ce dernier cas, la valeur du rapport demeure trés 
inférieure a celle des cultures sur pyruvate. 

En rapprochant les moyennes ci-dessus établies, on voit que 
la croissance totale par molécule de sulfates réduils est prés de 
quatre fois moins élevée 4 partir du lactate qu’a partir du pyru- 
vate. I] semble que l’assimilabilité relative de certains autres 
substrats organiques soit trés inférieure encore a celle du lactate. 
Au cours d’une expérience préliminaire, en effet, la méme souche 
bactérienne a été cultivée comparativement sur lactate de soude 
et sur éthanol aux concentrations respectives de 3,15 et 3,04 milli- 
moles par 100 cm*, en présence de 0,1 p. 100 d’extrait de 
levure. En fin de développement, Ja teneur en H.S atteignait 
1,0 millimole p. 100 dans les cultures sur lactate et 0,7 milli- 
mole p. 100 dans les cutures sur éthanol, alors que les densités 
optiques correspondantes étaient 0,355 et 0,091. 


Discussion. 


Dans les cultures de Sp. desulfuricans, i] existe, comme on 
vient de le voir, une dissociation nette entre l’assimilation cellu- 
haire et la réduction des sulfates, et l’importance relative de ces 
deux activités varie considérablement avec Ja nature du substrat. 
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C’est ainsi qu’& concentrations équimoléculaires le lactate s’avére 
supérieur au pyruvate du point de vue de la formation d’H,S, 
mais lui est inférieur en ce qui regarde la quantité de substance 
cellulaire synthétisée. C’est ainsi encore que, pour un méme 
substrat carboné, l’addition d’une faible quantité d’extrait de 
levure peut accroitre la densité bactérienne finale sans que, pour 
autant, la quantité des sulfates réduits soit augmentée. 

Il résulte de ces faits que l’estimation de la croissance par le 
seul crilére de la quantité d’H,S produite (Miller, 1949) [5] 
expose a des erreurs et ne permet pas, en particulier, de 
comparer la valeur nutritive de substrats différents. Une autre 
conséquence des données expérimentales précédentes est ]’uti- 
lité pratique du pyruvate lorsqu’on cherche a récolter des bac- 
téries sulfato-réductrices en grandes quantités pour la prépa- 
ration de « resting-cells ». Dans ce cas, il convient de substituer 
au lactate, dans le milieu classique de Starkey (1948) [7], 
1,4 p. 100 de pyruvate de soude et d’ajouter, par ailleurs, 
0,1 p. 100 d’extrait de levure. 

‘L’obtention, a partir du pyruvate, de cultures bactériennes plus 
denses que sur les milieux contenant la méme concentration 
moléculaire en lactate est une constatation surprenante si on 
considére que le second de ces deux carbohydrates est un dona- 
teur d’hydrogéne deux fois plus actif que le premier et assure 
effectivement la réduction d’une quantité plus grande de sulfates. 
Ce paradoxe apparent est susceptible de fournir quelques indi- 
cations sur le mécanisme chimique par lequel Sp. desulfuricans 
réalise la dégradation oxydative du pyruvate et du lactate. 

Le présent travail était en cours de rédaction lorsque Siegel 
et Clifton (1950) [8] ont publié des observations qu’il est inté- 
ressant de rapprocher des ndtres. Etudiant l’oxydation aérobie 
de divers composés organiques par EF. coli, ces auteurs ont 
constaté que le degré d’assimilabilité d’un substrat ne peut 
étre prévu par l’examen du bilan thermodynamique. A Végard 
de la synthése cellulaire, la structure moléculaire du substrat et 
de ses produits intermédiaires de dégradation parait étre un fac- 
teur plus important que l’énergie totale libérable. C’est ce que 
démontre notamment le fait que le colibacille assimile le pyru- 
vate plus intensément que le lactate, bien que la chaleur de 
combustion de ce dernier composé soit prés de deux fois plus 
grande. 

Le comportement similaire du colibacille et de Sp. desulfu- 
ricans 4 l’égard du pyruvate et du lactate est d’autant plus 
remarquable qu’il s’agit de bactéries physiologiquement trés dif- 
férentes, dont Vune est aérobie et réalise une dégradation 
compléte, tandis que l’autre est anaérobie et ne conduit loxyda- 
tion que jusqu’au stade acétate. On peut supposer que, dans les 
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deux cas, |’oxydation du lactate s’effectue suivant un processus 
identique dont le pyruvate constituerait un produit intermédiaire. 
Comme |’indiquent Siegel et Clifton, la décarboxylation du 
pyruvate parait étre elle-méme liée a la formation d’un composé 
phosphorylé intermédiaire qui peut soit dégénérer en acétate, 
soit conduire a la synthése cellulaire. Par ailleurs, il a été établi 
que, dans certains systémes biologiques, 2 molécules de lactate 
donnent naissance a une seule molécule de phospho-pyruvate 
(Lipmann, 1941) [9]. C’est sans doute dans un mécanisme de ce 
type qu’il convient de rechercher la raison pour laquelle les 
cultures de Sp. desulfuricans sur lactate réduisent environ deux 
fois plus de sulfates, mais assurent une croissance sensiblement 
deux fois moindre, que les cultures sur quantité équimoléculaire 
de pyruvate. L’effet favorable de l’extrait de levure peut éga- 
lement s’expliquer par l’apport d’un facteur de croissance inter- 
venant dans les processus intermédiaires de phosphorylation. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


La culture de Sp. desulfuricans sur pyruvate de soude permet 
d’obtenir des densités bactériennes beaucoup plus importantes 
que sur quantités équimoléculaires de lactate, bien que ce der- 
nier substrat soit théori:quement un donateur d’hydrogéne deux 
fois plus actif et assure, en fait, une concentration plus élevée 
en H,S. Le rapport. entre la croissance totale et la quantité de 
sulfates réduits est trois fois et demie plus grand dans le cas du 
pyruvate que dans celui du lactate et ne varie pas avec la 
concentration en carbohydrate. D’autre part, l’addition au milieu 
dune faible quantité d’extrait de levure augmente considérable- 
ment le taux de croissance et la croissance totale sur l’un et 
Vautre substrat. 

En estimant la valeur relative des différentes sources de car- 
bone utilisées par les bactéries sulfato-réductrices, il convient 
de tenir compte de cette dissociation entre le processus de la 
synthése cellulaire et celui de la réduction des sulfates. En par- 
ticulier, il y a avantage, lorsqu’on désire récolter des quantités 
importantes de cellules, 4 remplacer le lactate des milieux clas- 
siques par le pyruvate de soude et a ajouter au milieu 0,1 p. 100 
d’extrait de levure. 

Le fait que le pyruvate est assimilé plus intensément que le 
lactate parait fournir un argument en faveur de l’hypothése 
suivant laquelle le pyruvate serait un produit intermédiaire de 
V’oxydation du lactate. 
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ETUDE DE L’ADSORPTION DU VIRUS DE NEWCASTLE 
PAR LES HEMATIES 


par Georcetre CORDIER, B. HAROUNI et A. OUNAIS. 


(Laboratoire de l'Institut Arloing, de Tunis.) 


Nous devons a R. Dujarric de la Riviére d’avoir tout récem- 
ment exposé, dans le volume jubilaire de J. Bordet [4], les 
conclusions de divers mémoires consacrés a des expériences 
sur l’adsorption par les globules rouges, en les accompagnant 
d’indications bibliographiques judicieusement commentées. 

Parmi les recherches que nous avons entreprises A propos de 
la pseudo-peste en Tunisie, certaines se rapportent également 
a Vadsorption du virus de la maladie de Newcastle par les 
hématies, Dans nos essais la preuve de l’adsorption a été établie 
a Vaide de la réaction de Hirst qui, en outre, a fourni en méme 
iemps qu’une indication qualitative, une indication quantitative 
relative. 

Trois expériences ont été successivement réalisées : la 
premiére étudie l’adsorption par les hématies de volaille en 
fonction de la quantité d’hématies pour une méme dose de virus ; 
la seconde met en compétilion des globules rouges d’espéces 
animales différentes, la troisieme étude traite du comportement 
du virus en présence d’hématies de volaille et de bovin pour des 
concentrations globulaires croissantes. 


I. — AbDSoORPTION DU VIRUS PAR LES HEMATIES DE VOLAILLE. 


Protocole : Dans 6 tubes a centrifuger l’on dépose respecti- 
vement 5, 10, 15, 20, 25 et 5 cm*® de la suspension globulaire, 
telle qu’elle est utilisée dans la réaction de Hirst, puis l’on cen- 
trifuge afin d’obtenir les culots d’hématies correspondants. Sur 
ceux des 5 premiers tubes ]’on fait agir 1 cm*® de virus de 
culture représenté par un mélange de liquide amnio-allantoidien 
d’embryons de treize jours, titrant 1/1 024 au Hirst. Le sixiéme 
tube sert de témoin avec 1 cm? de liquide amnio-allantoidien 
d’embryon normal du méme age. Aprés une agitation de vingt 
minutes les tubes sont portés a + 4° pour étre repris vingt 
a vingt-deux heures plus tard en vue d’une centrifugation suivie 
de la récolte individuelle des liquides surnageants, Chaque culot 
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est lavé deux fois au moyen d’eau salée a 8,5 p. 1000 de sel 
avant d’étre traité par l’eau bidistillée de fagon a reconstituer 
le volume initial de 1 cm’*. 

Les liquides surnageants ont-ils conservé une virulence égale 
a celles qu’ils avaient au départ? Les liquides d’hémolyse 
témoignent-ils d’un pouvoir virulent? Dans ce cas, la réaction 
de Hirst permettrait-elle d’en juger ? 


Résultats et interprétations de la réaction de Hirst. 


Dilution du virus. 
8 Lae 32 | 64/128 |256 |512 | 4 ae 2 a 
salar lela sar karla | se =— 

Couple I. 
Liquide surnageant le culot | 


de 5 cm® de suspension 


globulaire .......- +)+)/+j)+t}/+}/4+}/4+)4+/i—] — = 
Liquide d’hémolyse de ce 


GUO Sb) Geta ds) 6 6g +/4+/4+}]4/+]—|—[|-!|-| —- = 


Départ+ 1/1 024..... er 


4 
=- 


Liquide surnageant le culot 
de 10 cm? de suspension 
globulatre sess +)/+/+/+/+/}/+i4+]-—/]-] - a= 

Liquide dhémolyse de ce 
CULOES Ea, Gera one +}/+}/4+/4+i4+i+tie/]—!=—-| —- — 


Liquide surnageant le culot 
de 45 cm® de suspension 
globulaire ... ee PtP He Tey te i]a-y ty] —}]-] _ 

Liquide d’hémolyse de ce 
CUlOt.. Sian eee ce cee +/4+]/+]+/414+!4+/-—!l-| —- _ 


Couple IV. 


Liquide surnageant le culot 
de 20 cm* de suspension 


PAOVOMEMNCE 6 ogo bo x +)+})+t}+})/+)/+)+/—-— 
Liquide d@hémolyse de ce 


Culot ni eRe eee +ip+)+i+})+i+i+ 
Couple V. 
Liquide surnageant le culot | 


Ht 


de 25 cm? de suspension 
glLobulaire: eee eee f+) {+ )+) +) —)| =) — 
Liquide d@hémolyse de ce 
eulovee 2 ae ae a | Seas el ae beta | 


Témoin (liquide all. normal). 
Liquide surnageant: . . |= —|— —|—|— 


Liquide hémolyse. . . 
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La réaction de Hirst prouve tout d’abord que le virus initial 
s’est appauvri de plus en plus au contact de chacun des culots 
globulaires et que les hématies, a leur tour, ont fixé du virus 
a doses de plus en plus élevées. A la faveur de cette réaction, 
il nous a paru possible d’indiquer dans chaque tube, avec une 
précision relative, le rapport des concentrations en virus du 
liquide partiellement dépouillé et du liquide provenant de 
V’hémolyse. Pour cela, examinons l’allure de la réaction en ce 
qui concerne, d’une part, le virus utilisé et, d’autre part, les 
éléments virulents de chaque couple (liquide surnageant, liquide 
d’hémolyse) en choisissant, par exemple, le couple I. 


| i} 
7s rz \ + ak = 
Virus de départ. . . .} 3 | 4 | | a6 | 32 | és [138 lose [sto | 1 094 | 2 048 
Couple I 
Liquide snrnageant . .|+]+]/+]+/+/]+/]+/+/-—-) —- as 
Liquide hémolyse. . | — | Je || Je | Se |p ae 


Si nous admettons que dans toutes les manipulations effectuées, 
seule a varié la quantité du virus, nous pouvons penser que 
pour chaque liquide examiné, le dernier tube positif de la réac- 
tion de Hirst, qui lui correspond, témoigne vraisemblablement 
d’une concentration qui est au moins égale a 1/1024 tout en 
étant inférieure a 1/2 048, ce qui, pour chacun des couples de 
liquides associés, fournit les valeurs approximatives suivantes 


courte I | coupxe Il | courte IIT} courte [TV | courte V 


Liquide hémolyse . 8 16 16 16 32 
Liquide surnageant 64 22,5 16 sag25 8 


En ce qui concerne les liquides d’hémolyse des couples II 
et IV, la réaction du dernier tube se traduisant par + a été 
étiquetée de ce fait : 
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Ce qui nous a amenés a prendre une moyenne géométrique, soit : 
4 
1 446 (1) 

En appliquant alors a cette valeur le méme raisonnement, nous 
avons établi la gamme décroissante des dilutions par progression 
géométrique de raison 2 et obtenu respectivement, pour les 
liquides d’hémolyse des couples II (7° tube +) et IV (8° tube +), 
les valeurs de concentrations égales a 22,5 et 11,25 (2). 

Ainsi, dans cette expérience l'adsorption du virus par les 
hématies de volailles a pu étre mise en évidence 4a l’aide de la 
réaction de Hirst. D’autre part, il n’existerait aucune propor- 
tionnalité entre les quantités de virus fixé et les volumes globu- 
laires utilisés; dans les conditions de nos essais pour des 
quantités d’hématies proportionnelles aux chiffres 1, 2, 3, 4, 5, 
le rapport des concentrations des liquides d’hémolyse provenant 
des hématies ayant adsorbé le virus aux concentrations corres- 


pondantes des liquides ayant surnagé les culots, ont fourni les 
valeurs suivantes 


A 8 1 16 4 
8 41,5 4 1125 4 
II. — ComMParAISON ENTRE LES VALEURS DU POUVOIR 


ADSORBANT DES HEMATIES DE DIVERSES ESPECES ANIMALES, 
VIS-A-VIS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE. 


Protocole. — Des suspensions d’hématies d’homme, de bceuf, 
de cheval, de mouton, de chien, de lapin, de cobaye, de canard 
et de poule sont préparées comme l’exige la réaction de Hirst 
(8 lavages a l’eau salée A 8,5 p. 1000 de sel et suspension de 
0,5 cm® du culot d’hématies, dans 100 cm* d’eau salée au méme 
taux). A 19 cm* de chacune de ces préparations distribuées en 
petits flacons de verre, l’on ajoute 1 cm*® de virus de culture 
de titre connu. Une suspension virulente témoin de méme 
concentration (1 cm* virus dans 19 cm* eau salée) complete la 
série. Toutes les préparations sont agitées pendant trente 
minutes, puis portées a + 4° pour étre centrifugées quinze 
heures plus tard. Les culots globulaires, débarrassés des liquides 
surnageants (recueillis en vue d’un titrage) sont lavés deux fois 
consécutivement a l’eau salée a 8,5 p. 1 000 de sel, puis les culots 
sont enfin repris chacun par 2 cm® d’eau bidistillée. Les liquides 
d’hémolyse résultant font aussitot l’objet d’une réaction de Hirst 
en méme temps que les liquides surnageants 


(1) La moyenne géométrique de 1024 et 2048 est’ le nombre dont 
le logarithme a pour valeur la moyenne des log. de 1024 (8,01030) «t 
de 2048 (8,31112), ce qui donne log. de 3,16021, soit 1 446. 

(2) 11,25, 22,5, 45, 90, 180, 361, 723, 1 446. 
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Résultats des réactions de Hirst. 


LIQUIDE D’HEMOLYSE 


718 


++4++/4+4+++ | o 


Lapin 
Canard 


+ [++] t+t+ | = 
+l++ 4+4++ | 2 


++4++++4+4++44 


LIQUIDES SURNAGEANTS 


| = 
| « 


+ 4@] Pee se pal 
JPME feb Al 


S+t+t++tt+++ | x 
++4+4++4+++4+ 


+ 
Liquide témoin (dilué au 1/20°).} + 
40 


— 
for} 
o 
ie) 
bo 
o 


Comparativement les hématies humaines et celles de bovin se 
sont révélées douées d’un pouvoir adsorbant plus élevé que les 
hématies des autres espéces animales, bien qu’inférieur cependant 
a celui des hématies de volaille. Viennent ensuite les globules 
de canard, puis de cobaye, chien, ovin, puis ceux de lapin et 


enfin de cheval. 
Les rapports des concentrations virulentes, calculés d’aprés 


le processus indiqué au paragraphe I, revétent les valeurs 
suivantes : 


VOLAILLE 
HOMME 
BOVIN 
CANARD 
COBAYE 
CHIEN 
OVIN 
LAPIN 
CHEVAL 


= 
aD 
o 
eo 
i) 
co 
o 
~~ 
Co 
le 2} 
o 
Cod 
lor) 
o 


Liquide hémolyse 160 | 160 | 160 80 | 80 | 40 
Liquide surnageant ~ | 100 200 | 200 400 400 | 400 400 |1 600} 3 200 
SOllaeeerent mete. 8a5/485/4a5/285)1a5/]/4 a 5/4 & 10) @ 20) 1 a 20 
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III. — ComeorTEMENT DU VIRUS 
EN PRESENCE D’HEMATIES DE VOLAILLE ET DE BOVIN 
POUR DES CONCENTRATIONS GLOBULAIRES CROISSANTES. 


Dans des tubes a centrifuger numérotés de 1 a 5 sont 
recueillis, en présence de citrate de soude (Q.S.), respecti- 
vement 0,5 cm?, 1 cm®, 1,5 em*, 2-em*et-5 em de vsane 
prélevé par ponction veineuse chez une volaille. Les mémes 
quantités de sang de bovin sont réparties dans une deuxiéme série 
de tubes numérotés de 6 4 10. Un tube n° 11 recoit 5 cm*® de 
sang total citraté et un tube n° 12, 5 cm* de sang défibriné du 
méme bovin. Les hématies des 10 premiers tubes sont lavées 
trois fois en eau salée a 8,5 p. 1000 de sel. Ensuite chacun des 
culots est mis en contact avec 10 cm® d’une suspension viru- 
lente au dixiéme. 

Un tube témoin (virus 1 cm® + eau salée 9 cm*) est maintenu 
dans les mémes conditions; Jl agitation d’une demi-heure a 
laquelle sont soumises les préparations est suivie d’un repos 


Résultats des réactions. 


TUBE LIMITE 
de l’hémo-agglutination RAPPORT 


SANG DE VOLAILLE des concentrations 


globules de : ; Liquide dhémolyse 


Liquide Liquide Liquide Panui 
surnageant | de lavage | dhémolyse Picuide xaFaad ean 


0,5 cm* (sang). .| 6° tube. | Réaction nulle.} 4° tube. 
4 coms. .... .| 6° tube. | Réaction nulle.| 5° tube. 
a OuCMen a . .{ 6° tube. | Réaction nulle.| 5° tube. 
2cm*. .... .| 6° tube. | Réaction nulle.| 5¢ tube. 
5em*®.... . .} 5e tube. | Réaction nulle | 5° tube. 


TUBE LIMITE 
de l'hémo-ageglutinabilité Lpoigt oes 


SANG DE BOV i 
G BOVIN des concentrations 


globules de : Liquide dhémolyse 


Liquide Liquide Liquide Ta 
surnageant | de lavage Tuomelyas Dig eide Ruknages=s 


0,5 om’... . .|4 7° tube.| Réaction nulle. | 3° tube. 4/40 
4cm*. ... . .| 6° tube. | Réaction nulle.| 3° tube. 4/8 
4,5 cm%. . . . .| Se tube. | Réaction nulle. : AP 
5° tube. | Réaction nulle. : : 4/2 
Liquide @hémolyse 


5e tube. | Réaction nulle. <> 
Liquide surnageant ~~” 


(sang ci- 
4° tube. | Réaction nulle. 


pm? sang dé- 
fibriné) . . . .| 4° tube. | Réaction nulle. 
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‘i + 4° jusqu’au lendemain. Les tubes sont alors centrifugés 
et les niveaux des culots mesurés afin de pouvoir tenir compte 
des différences de volumes apparues du fait du volume occupé 
par les hématies, principalement dans les tubes ot l’on a mesuré 
2 el 5 cm®* de sang, ceci dans le but d’apporter les corrections 
nécessaires. 

Les liquides surnageants sont recueillis séparément, les culots 
sont lavés chacun dans 10 cm* d’eau salée et les liquides de 
lavage également recueillis. Enfin, les culots sont hémolysés 
en eau bidistillée ajoutée en quantité suffisante pour constituer un 
volume total de 10 cm‘. 

Les liquides surnageants, les liquides de lavage et ceux pro- 
venant de l’hémolyse sont aussitOt examinés du point de vue de 
leur taux d’hémo-agglutinabilité. 

Liquide témoin : En dilution de départ au 1/10 donne le chiffre 
de 1/1 280 (7° tube) soit : 

20 40 80 160 320 #40 1280 2 360 
t+ + +> + + + + 0 


Le raisonnement appliqué précédemment a la détermination du 
rapport des concentrations a élé suivi ici, ce qui revient a dire 
que le dernier tube positif de chacune des réactions de Hirst était 
considéré comme |’équivalent du dernier tube a hémo-aggluti- 
nation positive de la réaction virus témoin et comme tel étiqueté 
+ 1/1 280. Le tableau résumé des résultats mentionne les chiffres 
fournis. 

Il apparait que les hématies de volaille ont un pouvoir plus 
adsorbant que celles de bovin, surtout pour les volumes globu- 
laires provenant de 0,5 cm® et de 1 cm* de sang. Aux doses plus 
élevées de 1,5 cm’, 2 cm® et 5 cm’, le pouvoir est sensiblement 
le méme pour les deux échantillons. 


CONCLUSIONS. 


Le pouvoir d’adsorption des hématies de diverses espéces 
animales a ]|’égard du virus de la maladie de Newcastle a pu 
étre démontré grace a la réaction de Hirst qui a permis, en méme 
temps que l’identification du virus adsorbé, la détermination 
approximative du rapport des concentrations des hématies adsor- 
bantes a celle des liquides partiellement dépouillés de virus apres 
contact avec les hématies. 

A la faveur de cette réaction, il est apparu: 1° que pour les 
volumes d’hématies de volaille croissant de 1 4 5, la quantité de 
virus adsorbé ne serait pas proportionnelle au volume globulaire 
utilisé ; 2° que toutes choses égales, les hématies d’homme et de 


Co 
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bovin auraient, aprés celle de la poule, un pouvoir adsorbant 
plus élevé que les hématies de canard ; viendraient ensuite les 
hématies de cobaye et de chien, puis celles de lapin et d’équidé ; 
3° que les hématies de volaille gardent un avantage sur les 
hématies de bovin pour des quantités globulaires correspondant 
4 0,5 cm? et 1 cm® de sang; a partir de 1,5 cm® jusqu’a 5 cm* 
le pouvoir se révéle sensiblement le méme, sans qu'il soit possible 
toutefois d’établir une proportionnalité entre le virus adsorbé et 
les volumes globulaires en présence. 
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ETUDE DES SERO-AGGLUTINATIONS DE COURMONT 
ET DE HOLLANDE CHEZ LA FEMME ENCEINTE 


par R. OULES et MALBOS. 


(Montpellier.) 


Pour un examen systématique de dépistage de la tubercu- 
lose chez la femme enceinte d’un tuberculeux, l’un de nous 
demanda, entre autres examens, la séro-agglutination de Hol- 
lande, employant comme antigéne une suspension aqueuse de 
B. K. homogéne d’Arloing et Courmont (1). Tous les examens 
furent négatifs, sauf la séro-agglutination qui donna un résultat 
de 1/10-1/20 a 5 croix, c’est-a-dire une réaction positive. 
Devait-on négliger ce résultat ou, au contraire, penser A une 
infection bacillaire torpide, avant d’éclore et de donner l’un des 
tableaux cliniques connus ? 

Nous etmes la curiosité de pratiquer cette réaction sur des 
sangs de gestantes envoyées au Centre Régional de Sérologie 
pour le dépistage de la syphilis ; nous fimes ainsi une expérience 
curieuse. Tous ces sérums présentérent une réaction positive, 
les uns moyenne, d’autres trés forte. 

On trouve dans les tableaux de réaction annexés des chiffres 
de 1/15, 1/20 ou 1/30, d’autres 1/50 et jusqu’a 1/70 a 5 croix. 
Les auteurs habitués a cette réaction savent que ces chiffres 
traduisent un taux d’agglutination élevé, 

Antérreurement, Hollande et ses collaboraleurs ont montré par 
leurs travaux la valeur pronostique et diagnostique de cette 
réaction. 

Nous expérimentames sur 27 sérums. Fallait-il conclure que 
les 27 gestantes correspondantes étaient sur le point de faire 
une « tuberculose-maladie »? Les circonstances ne nous ont 
pas permis de connaitre ces femmes et de les examiner ou 
d’avoir quelques renseignements sur leur état de santé actuel 
et passé. Nous estimons que c’est regrettable, mais il faut 
convenir avec nous qu'il aurait fallu une coincidence extraordi- 


(1) Il s’agit d’un B. K. homogéne humain, isolé de la souche SAUEAGs 
au stade dit « forme jeune de Hoxtanve », cultivé sur milieu solide 


depuis 1931. 
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fe ees HNO) =a a= 4/100} + ———— 1/40; ————— 1/100 
+4444 1/30; +444+— 1/60] 44444 1/80;  +4++4++— 1/30 
DiGi) Sete oa ss as See eR) |) SE ee SEE 
a 0 £)100). 4 — — 4100 
Serpe 0S ee BE) ee ee ee 
3 |Nonfait| +++ —— 1/20; ++ ——— 1/30 | +++—— 1/40; ++——— 1/50 
Be HN a 4/4001 + ———— 1/170; ————— 1/100 
bate PAO Se Soba | ea a AS ea ee 


4 |---| +4++—— 1/20; 
Manque du sérum 


pour poursuivre l’agglutination. 


Aes F 1/8059 Sp PSP Ae 00 shia 5 er 
5 | +410 | +++—— 1/50; ++——— 1/60} +4+4+—— 1/60; ++4+——W— 1/70 
+———— 1/170; ————— 4/400} + ———— 1/909; ——— —— 1/100_ 
aot tata Sls t+++— 1/60 + 2405 aE ee 
Gl Beate ee Os Ses 808) 805, ee 
+———— 141/90; ————— 4/400) + ——— — 1/100 
7) pag ee aes ttt Af30 


Manque du sérum pour poursuivre plus loin l’agglutination. 
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EF” 


NV. B. — Pour tous les résultats ci-dessus, les notations sont les suivantes : 


Pour le Courmont, + 10 signifie : 


agglutination totale pour dilution 1/10. Pour le Hollande 1/40, — 1/60, 
+++-+-+ jusqu’a la dilution 1/40, +4++-+ — pour 1/50 a eee Cea : sacs 
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naire pour que les 27 sangs de gestantes, recus pendant quatre 
semaines et choisis au hasard, correspondent a des tuberculeuses 
prochaines. 

Fallait-il émettre des doutes sur la valeur de la réaction, 
malgré les travaux déja réalisés par son auteur? Ce fut notre 
premiére idée. Nous fadmes ainsi amenés a contrdler ces résultats 
au moyen de la technique primitive d’agglutination : la séro- 
réaction d’Arloing et Courmont. Nous avons obtenu un parallé- 
lisme étroit des résultats donnés par les deux réactions pour 
chaque sérum considéré. 

Sur 24 réactions de Courmont, 4 résultats négatifs seulement. 
Nous ne voyons la aucune contradiction, les deux réactions 
n’ayant pas la méme sensibilité (2). Les résultats négatifs 
correspondent, sauf un, aux réactions les plus faiblement 
positives et sont assez sensiblement paralléles aux résultats 
donnés par notre premiére technique. Positives, elles le sont 
nettement avec des chiffres variant de 10 a 30. 

Nous revenons donc 4a notre constatation premiére : résultats 
inattendus. Cela pouvait ébranler notre confiance dans la réac- 
tion. Notre pratique déja ancienne de cette technique nous permet 
d’étre plus rassurés. 

Nous admettrons que pendant la grossesse les remaniements 
hormonaux aménent une modification des propriétés physico- 
chimiques du sérum et que les phénoménes engendrés habituel- 
lement par un antigéne sont temporairement modifiés. 

Nous connaissons déja Vinfluence de la cortico-surrénale et 
de ses extraits sur l’intensité du pouvoir séro-agglutinant qui 
a élé étudié pour d’autres agglutinines (typhiques en particulier). 

Il serait intéressant d’étudier, en paralléle, la variation du 
taux d’agglutination vis-a-vis des antigénes éberthiens et para- 
typhiques du sérum de femmes enceintes primitivement vaccinées 
GU. Lis. be 

Le présent travail pourra d’ailleurs étre repris sur des 
gestantes connues chez lesquelles on pourra étudier l’influence 
possible de lage de la femme, de l’ancienneté de la grossesse. 
des signes cliniques actuels et anamnestiques, sur l’importance 
et lintensité de Pagglutination. 


(2) Cette différence de sensibilité peut provenir ; de la souche (culture 
de vingt et un jours pour ARLomnc et Courmont, de quarante-huit 
heures pour Hoiuanpe) ; de l’émulsion (dilution de la culture en milieu 
liquide pour les premiers, suspension en sérum physiologique rigou- 
reusement dosé 4 40 millions par centimétre cube pour le second) ; 
du temps de contact et de la température de la réaction (cing a six 
heures 4 la température du laboratoire pour les premiers, vingt-quatre 
et quarante-huit heures 4 4° pour Hoxxanne). 
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Pour conclure, linterprétation des résultats de la séro- 
agglutination, en matiére de tuberculose, reste trés délicate et 
demande une grande prudence. 

Cette note est une remarque a partir d’une observation de 
médecine préventive. Nous avons fait ressortir les imperfections 
de notre premiére expérience et posé les jalons pour une 
expérience plus compléte sur les modifications apportées par 
la grossesse a l’agglutination, par le sérum, du B. K. en parti- 
culier, et de tous autres antigénes vis-a-vis desquels l’organisme 
a pu étre antérieurement immunisé ou prémuni. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1i* Février 1951. 


Présidence de M. LEMOIGNE. 


COMMUNICATIONS 


UNE REACTION SUR LAME 
POUR LA RECHERCHE DES ANTICORPS HETEROPHILES 


(REACTION DE MOLONEY) 
par G. ANDRIEU et E. ENJALBERT 


(présentés par M. MOLLARET). 


(Travail du Laboratoire de Bactériologie 
de la Faculté de Médecine de Toulouse.) 


Voici plus d’un an que nous étudions, pour !’avoir vu pratiquer & 
titre encore expérimental dans un laboratoire de la Santé publique aux 
Etats-Unis (sous la direction du D® Mac Cready, a Boston), une réaction 
sur lame pour la recherche des anticorps hétérophiles. 

W. Moloney, en 1949, montrait que la recherche des anticorps hété- 
rophiles pour le diagnostic de mononucléose infectieuse peut se faire 
rapidement sur lame de la facon suivante: il suffit de mettre en 
contact sur une lame une petite quantité de sang de mouton défibriné 
et un volume double de sérum non décomplémenté, pour obtenir en 
cas de mononucléose infectieuse une grosse agglutination des hématies, 
rapide et indiscutable (que l’auteur note ++++ ou ++4 lorsqu’il 
la considére comme positive) [4]. 

Le D" Mac Cready, en octobre 1949, au Congrés de la Public Health, 
& New-York, donnait dans son rapport sur la réaction de Moloney les 
chiffres suivants [2] : 

La réaction a été recherchée avec 1 623 sérums envoyés au Laboratoire 
pour des recherches sérologiques diverses : 

913 sérums donnant des réactions variées ont toujours montré une 
réaction de Moloney négative. 
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710 sérums ont été examinés parallélement par la réaction classique 
de Paul et Bunnell et la réaction sur lame. 


PAUL ET BUNNELL POSITIFS : 152 PAUL ET BUNNELL NEGATIFS : 558 


Moloney positif Moloney négatif Moloney positif Moloney négatif 


452 ¢ 549 


Parmi les 9 « fausses réactions positives », 3 ont été confirmées par 
un Paul et Bunnell positif dix jours plus tard, une quatri¢me corres- 
pondait & une mononucléose infectieuse clinique sans signes de labo- 
ratoire. Il reste donc & inscrire contre la réaction de Moloney 5 erreurs 
sur 558 réactions. 

Nous avons voulu étudier, de notre cété, la valeur pratique de cette 
réaction, qui apparait séduisante comme test de présomption dans la 
recherche des anticorps hétérophiles, étant donné sa _ simplicité, sa 
rapidité, et le fait qu’elle apparait 4 peine plus sensible que la réaction 
de Paul et Bunnell. 

Nous avons étudié 140 sérums différents, parmi lesquels 20 seulement 
nous étaient envoyés pour une recherche d’anticorps hétérophiles : 


PAUL ET BUNNELL POSITIFS : 5 PAUL ET BUNNELL NEGATIFS : 15 
Moloney positif Moloney négatif Moloney posilif Moloney négatit 
5 0 0 45 


Parmi les 120 sérums restants, 119 nous ont toujours donné une 
réaction sur lame négative, quel qu’ait été le résultat sérologique de 
la recherche pratiquée (séro-diagnostics T.A.B. positifs, 6 ; séro-dia- 
gnostics Malte positifs, 14 ; agglutinines froides positives, 2; divers 
négatifs, 96). Une seule « fausse réaction positive », que nous avions 
notée +++, concernait un malade atteint de pleurésie séro-fibrineuse, 
qui n’avait méme pas de mononucléose sanguine. La réaction de 
controle de Paul et Bunnell fut négative. La répétition de la réaction 
sur un sérum prélevé dix jours plus tard donnait un résultat négatif 
sur lame comme dans les tubes. 

Nous avons vu, par contre, se maintenir une réaction de Moloney 
négative A trois reprises distantes de quinze jours, chez un malade 
présentant une angine avec mononucléose. Dans les trois recherches, 
la réaction de Paul et Bunnell négative montrait une agglutination 
importante des hématies, non confirmée par les réactions apres absorp- 
tion des anticorps hétérophiles (Esp...). 
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Dans une autre réaction sur lame faite tout a fait au début de l’évo- 
lution clinique, une agglutination typique accompagnait une réaction 
de Paul ect Bunnell faible, mais indiscutable (Pont...). 

Nous pensons que l’on peut gagner un temps considérable en 
employant la réaction de Moloney comme test de présomption, chaque 
fois que la recherche des anticorps hétérophiles est demandée. Une 
réaction sur lame négative n’a, en général, pas besoin d’étre complétée 
par un Paul et Bunnell négatif. Par contre, une réaction sur lame 
positive doit toujours étre confirmée par la réaction classique de Paul 
et Bunnell. En cas de discordance, il y a intérét 4 répéter les deux 
réactions dix jours plus tard avant de conclure. 

La technique de la réaction est, nous l’avons vu, extrémement simple, 
mais nous voudrions en préciser quelques détails qui nous ont parfois 
fait douter des résultats avant que nous en ayons saisi l’importance. 

Le sérum du malade doit étre frais, non décomplémenté, parfaite- 
ment centrifugé et gardé 4 4-5° C. Nous gardons depuis un an un sérum 
positif comme témoin : l’intensité de la réaction en face des hématies 
de mouton n’a pas diminué. 

Par contre, il nous parait dangereux de nous fier 4 une réaction dou- 
teuse, lorsque le sang du malade est ancien. Sur 30 sérums donnant 
une réaction négative, nous avons pu, apres un mois et demi de gla- 
ciére, en compter 3 capables de donner de fins agglutinats d’hématies 
lents a apparaitre. 

Un sérum donnant une réaction sur lame ++++, avec réaction de 
Paul et Bunnell positive, perd ce pouvoir aprés avoir été décomple- 
menté et la réaction sur lame ne s’inscrit plus qu’avec + ou + +, ce 
qui n’est jamais deécisif. 

Un sérum trés hémolysé n’est pas a rejeter d’emblée, bien que la 
lecture de la réaction en soit rendue un peu plus délicate. 

Les hématies de mouton. — C’est sur elles que repose toute la valeur 
de la réaction de Moloney. 

Le sang de mouton recueilli sans précautions (non stérile) ne peut 
étre utilisé que pendant vingt-quatre 4 quarante-huit heures ; aprés ce 
délai, les réactions sont souvent illisibles. Nous préférons utiliser le 
sang de mouton slérile, défibriné sur perles de verre, qui nous donne 
des réactions parfaites pendant trois semaines (4 condition de le conser- 
ver en glaciére sans souillures ultérieures). 

La formule la plus pratique est l’emploi du sang de mouton, stérile 
et défibriné, conservé sous une petite quantité de solution d’Alsever. 
Dans ces conditions, un sérum positif nous a donné des réactions aussi 
nettes qu’au premier jour, aprés six semaines de conservation des 
hématies. Nous avons vérifié tous nos sérums positifs avec différents 
lots d’hématies de mouton ; celles conservées sous Alsever nous ont 
toujours donné des réactions aussi nettes, quelquefois plus nettes que 
le sang défibriné conservé seul. 

Le mélange doit étre fait suivant des proportions assez précises : une 
partie de sang de mouton défibriné pour deux parties de sérum frais 
non décomplémenté. Une trop grande masse d’hématies géne la lecture 
de la réaction. Nous avons adopté la proportion suivante, avec préléve- 
ment 4 la pipette Pasteur : I goutte de sang de mouton et III gouttes 
de sérum du malade, pour contrebalancer le fait que dans les flacons de 
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conservation les hématies sont plus tassées que dans le sang circulant, 
et que l’on a intérét 4 ne pas trop agiter ces dépéts d’hématies. 

La lecture en est extrémement facile, mais doit s’écarter des demi- 
mesures. Nous ne considérons donc comme positive que les grosses 
masses d’agglutinats d’hématies, apparaissant vite (avant une minute), 
faciles 4 dissocier par inclinaison légére de la goutte liquide sur laquelle 
elles semblent flotter (se note ++++ ou +++). 

Nous considérons comme négative toute agglutination lente (aprés 
une minute) ; les grains en sont toujours trés fins, A la limite de la 
visibilité, et toute absence d’agglutination. 

Une réaction positive doit étre confirmée par la réaction de Paul et 
Bunnell pour lui donner toute sa valeur, mais une réaction négative 
équivaut pratiquement a un Paul et Bunnell négatif. 

Nous avons donc la possibilité de multiplier facilement les recherches 
de mononucléose infectieuse ; nous pouvons alors envisager de vérita- 
bles recherches systématiques, jusqu’ici irréalisables pratiquement. Elles 
faciliteront peut-étre les classifications dans le groupe des mononu- 
cléoses diverses, en ramenant vers la mononucléose infectieuse certains 
cas & symptomatologie atypique. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] W. C. Mooney et Marzone Lucy. Blood, 1949, 4, 722-727. 

[2] R. A. Mac Creapy et ass. Use of the macrocospic slide test for 
heterophile antibodies. Presented at the State and Provincial 
Public Health Laboratory Directores Conference, in New-York, 
24 octobre 1949. 


TRAITEMENT DE LA BRUCELLOSE DE LA SOURIS 
PAR L’ASSOCIATION CHLORAMPHENICOL 
ET 2,3 DIMERCAPTOPROPANOL 


par G. RENOUX et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Montpellier 
[Professeur L. CARRERE] 
et Centre (OMS/OAA) de Recherche sur la Fiévre Ondulante.) 


ZA 


Dans une note précédente [1], nous avons montré que le chloram- 
phénicol, associé au BAL (2,3 Dimercaptopropanol), possédait in vitro 
une activité bien plus intense que seul vis-a-vis des Brucella : un 
microgramme de BAL par millilitre de milieu de culture permettait 
de diminuer Ja dose active de l’antibiotique et en prolongeait l’action 
dans le temps. L’hypothése qui avait servi de base 4 ces recherches 
était que le chloramphénicol agissait en interférant sur un métabolisme 
microbien (action sur les estérases) [2] et le BAL, qui posstde une cer- 
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taine activité bactériostatique, sur un autre métabolisme, vraisembla- 
blement sur une diastase qui contient un métal lourd ou qui a besoin 
d’un métal lourd comme activeur. 

Sans chercher a vérifier si les faits observés correspondaient bien 4 
cette hypothése, nous avons tenu a compléter ces observations in vitro 
par une expérimentation in vivo. 

Quarante souris males, d’un poids moyen de 20 g, sont infectées par 
injection sous-cutanée de 0,25 ml d’une suspension saline de Br. meli- 
tensis (souche 1085): elles recoivent ainsi 700 cellules microbiennes 
(dosage néphélométrique) qui ont donné en boites de Petri 250 colonies 
(moyenne de deux numérations aprés deux dilutions différentes). 

Quarante-huit heures aprés cette injection infectante, ces animaux 
ont été repartis en quatre lots : 

I. 10 souris non traitées, témoins de | infection. 

II. 10 souris traitées par le chloramphénicol seul. 

Ill. 10 souris traitées par le BAL seul. 

IV. 10 souris traitées par chloramphénicol plus BAL. 

Les doses inoculées ont été les suivantes : dimercaptopropanol (lots 
Ill et TV) : une injection intramusculaire par jour dans la cuisse de 
2 000 pg; chloramphénicol (lots Il et IV) : deux injections par jour, 
intrapéritonéales, chacune de 1500 ug, soit un total de 3000 yng. Le 
chloramphénicol était dissous dans de l’eau salée physiologique stérile. 

Ces traitements ont duré cing jours pour une souris sur deux qui 
ont été sacrifiées deux jours aprés l’arrét de la thérapeutique ; ils ont 
élé poursuivis cing jours de plus pour la deuxiéme moitié des lots 
de souris qui ont été sacrifiées soixante-douze heures aprés. 


| LESIONS DE 
| CULTURE 


LOTS (1) OBSERVATIONS 


rate |ganglions 


Premiére série: 5 jours de traitement ; 
sacrifiées 48 heures aprés la fin du traitemenE. 


1. Témoins de linfection. + seve 5/5 
If. Chloramphénicol. . .| +++ ao SH 2 boites massivement 
contaminées. 
IB ACL ++ +4 4/5 
Ife Chloramph. ak Aha _ — 0/3 (2) 


Deuxiéme série: 10 jours de traitement ; 
sacrifiées 72 heures uprés la fin du lrailement. 


. Témoins de lVinfection.| ++ See 4/5 4 boite contaminée. 
nie UL : ++ ++ 3/5 2 boites contaminées. 
ON ea SI Neb, Se chitdtaey eEsteets ++ 3/5 4 boite contaminée. 

1 _boite négative. 
IV. Chloramph. + B. A. L. + _— 0/5 


(1) Il s'ag't du nombre de cultures positives 4 Br. melitensis par rapport au nombre d’ani- 
maux en expérience. 
(2) Une souris est morte au 4° jour du traitement d’hémorragie intrapéritonéale. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 427 


428 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les souris ont été tuées par éthérisation, autopsiées, les lésions notées 
et leur rate a él6 ensemencée sur bouillon au foie, gélosé, coulé en 
boites de Petri. 

Chaque boite portée A l’étuve & 37° a été examinée quotidiennement 
pendant dix jours A partir du quatri¢me jour, les colonies suspectes 
repiquées et identifiées. 

Le tableau qui précéde résume cette expérience. 

Nous avions noté les poids et les dimensions des rates de nos souris 
(photo 1, premier lot ; photo 2, deuxiéme lot) ; comme l’ont déja noté 
Pomales-Lebron [3] et ses collaborateurs, il ne semble pas qu'il y ait de 
rapport bien -net entre l’intensité de la maladie chez la souris et 
les dimensions de ce viscére. Ce sont les souris traitées au chloramphé- 
nicol seul qui ont les plus grosses rates. 

Il est difficile de juger d’aprés cette expérience si le chloramphénicol 
seul a eu une action protectrice réelle ; il semble cependant qu’il n’en 
soit rien. Le dimércaptopropanol a la dose employée semble avoir une 
certaine action antibiotique in vivo puisque 6 souris sur 10 sont 
indemnes. L’association chloramphénicol-BAL a réussi, non pas Aa traiter 
une brucellose installée — les délais entre l’infection et le traitement 
sont trop brefs —, mais a protéger efficacement la souris contre une 
injection infectante qui a strement permis de contaminer 9 souris 
témoins sur 10. 

Ces résultats nous semblent importants ; c’est la premiére fois, A notre 
connaissance (1), que dans le domaine de la Brucellose on a pu trans- 
poser des résultats thérapeutiques de l’expérimentation in vitro & l’expé- 
rimentation in vivo. 
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POSSIBILITES D'UTILISATION DU 2-3 BUTANEDIOL, 
DE L’ACETOINE ET DE L’ACIDE 8-HYDROXYBUTYRIQUE 
PAR AZOTOBACTER CHROOCOCCUM 


par M. LEMOIGNE, H. GIRARD et M's G. JACOBELLI. 
(Institut Pasteur, Service des Fermentations.) 
Les possibilités de développement des Azolobacter dans nos sols de 


grande culture sont des plus précaires. Ils sont en effet éliminés par 
d’autres espéces microbiennes tant qu’il reste de l’azote assimilable, 


(1) Nous n’avons pas pu prendre connaissance de la publication de 
Heilman : Proceed. Staff Meet. Mayo Clin., 1949, 24, 133, qui aurait guéri 
par traitement & l’auréomycine, des souris infectées par Br. abortus. 
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et quand ils peuvent se développer, ils ne trouvent plus A leur disposi- 
tion que les produits les moins labiles provenant de la décomposition 
des glucides, des lipides ou des protides. C’est ainsi que l’on a montré 
que les alcools éthylique et butylique, le glycérol, les acides acétique, 
butyrique, lactique, benzoique et salicylique [4] peuvent étre les méta- 
bolites les plus probables pour leur développement. 

Cependant, il est d’autres produits de fermentation des glucides, 
extrémement fréquents qui, avec les acides acétique et butyrique, se 
forment stirement en quantités abondantes dans les sols. Ce sont 
tout d’abord le 2-3 butanediol (CH,-CHOH-CHOH-CH,), et 1l’acétoine 
(CH,-CO-CHOH-CH,), produits par les bactéries les plus banales de 
la flore zymogéne : Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus polymycza, 
Aerobacter aerogenes et beaucoup d’autres. L’un de nous a pu carac- 
tériser ces substances dans le sol et le fumier [2]. Ce sont, d’autre 
part, les produits §-hydroxybutyriques, acide (CH,-CHOH-CH,-COOH) 
et lipide. Ils proviennent de Bacillus megatherium, Bacillus cereus, 
Bacillus mycoides [3] et également d’Azotobacter lui-méme [4]. En 
1916, Walter et Wise ont caractérisé dans le sol l’acide q-crotonique [5] 
qui, étant donné leur technique, provient sfirement de l’acide et du 
lipide §-hydroxybutyriques. 

Nous avons done recherché si ces produits sont utilisables par 
lA zotobacter. 

Nous avons tout d’abord employé la méthode au silico-gel de Wino- 
gradsky [4]. 

Le silico-gel, préparé et lavé suivant la technique habituelle, est 
imprégné de la solution minérale (2 cm* pour une boite de Petri 
de 9 cm de diamétre) contenant en suspension 0,1 a 0,2 g@ de car- 
bonate de calcium en poudre fine et 100 mg d’un des trois substrats. 

On dépose 13 petits amas de terre sur le gel et on met a l’étuve 
a 30°, en atmosphére humide. Un témoin a été fait avec du glucose 
comme substrat pour s’assurer si la terre est riche ou pauvre en 
Azotobacter. Aprés quarante-huit heures, on a eu les résultats 
suivants : 


SS SR I a I EE TEE BSS EE TE OEE ES 


NOMBRE DE COLONIES 
observées autour des grains de terre 


ECHANTILLONS sur plaques imprégnées des substrats suivants : 
de terre 
Glucose |2-3 butanediol} Acétoine Tse uydeexypatyrats 
de Na 
Versailles VU... . 10 4 ee 5 
FATIDO Si Leia enna 13 6 4 3 
Rio de Janeiro IQA, 5 0 0 4 
Rennemoulins RB. . 0 0 0 0 


_ 


La terre de Rennemoulins, prélevée depuis deux ans et demi, ne 
contient plus d’Azotobacter. La terre de Rio-de-Janeiro en contient 
peu, et on n’a pu en isoler que sur L-§-hydroxybutyrate de sodium, 
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Au contraire, les deux autres terres, riches en Azotobacter, ont donné 
des colonies caractéristiques avec les trois substrats. 

Avec le 2-3 butanediol et l’acétoine, ces colonies sont hyalines, 
coulantes et brunissent lentement. Elles sont analogues a celles que 
Von obtient sur glucose. 

Par contre, sur f-hydroxybutyrate de sodium, les colonies sont 
beaucoup moins humides, membraneuses et noircissent trés vite. 

Au microscope, on observe avec les cultures poussées sur buta- 
nediol et acétoine des batonnets trapus, le plus souvent par deux, 
plus petits que ceux qui proviennent des cultures sur glucose. Apres 
quatre 4 cing jours, il y a enkystement général. 

Les colonies poussées sur f-hydroxybutyrate de sodium présentent 
des organismes analogues A ceux obtenus sur 2-3 butanediol ou sur 
acétoine ; cependant, il y a certaines cellules nettement plus grosses. 
L’enkystement se fait également normalement. 

Nous avons, dans le cas du 2-3 butanediol, vérifié ces résultats par 
la technique dite de la terre moulée, due également a Winogradsky. 

La terre de Versailles VH, additionnée de 2 g de 2-3 butanediol 
pour 100 g et amenée & une humidité d’environ 35 a 40 p. 100, est 
placée a l’étuve A 30°, en atmosphére humide. 

Au bout de trois jours, nous obtenons des colonies hyalines, cons- 
tituées d’Azotobacter typique. Cette souche, qui n’était pas pure, a été 
isolée et purifiée A laide d’un milieu minéral gélosé (milieu A de 
Demolon) [6], additionné d’un des substrats étudiés. 

Ces diverses souches, ainsi que deux autres isolées de milieux glu- 
cosés, ont été cultivées sur milieux au glucose, 2-3 butanediol, 
acétoine et £-hydroxybutyrate de sodium. Dans tous les cas_ les 
résultats ont été identiques. L’aspect des colonies et des microorga- 
nismes dépend, non pas de la nature du milieu d’isolement, mais 
de celie du milieu de culture. Ce sont donc des souches appartenant 
a une méme espéce ayant tous les caractéres d’Azotobacter chroo- 
coccum. 

En outre, a partir des cultures sur silico-gel avec 2-3 butanediol, 
acétoine et f-hydroxybutyrate de sodium, nous avons obtenu la 
réaction caractéristique du lipide p-hydroxybutyrique [7]. 

Au moment de l’enkystement, ou un peu aprés, on constate que 
les cultures formées directement autour des grains de terre sont 
envahies par d’autres organismes. Nous avons notamment trouvé fré- 
quemment la prédominance d’un pseudomonas fluorescent, comme 
apres une culture de Bacillus megatherium en milieu non stérile [8]. 

Enfin, nous avons déterminé le pouvoir fixateur de l’Azotobacter en 
présence de ces divers substrats. 

La souche employée est celle qui a été isolée de la terre de 
Versailles VH par la technique de la terre moulée. On a ensemencé 
une plaque de silico-gel ayant comme substrat le 2-3 butanediol ou 
le L-p-hydroxybutyrate de sodium .et on a ensuite, aprés dessiccation 
du milieu, dosé l’azote total par la méthode de Kjeldahl. 

Aprés trois jours a 30°, 1 g de butanediol a’ permis de fixer 
13,5 mg d’azote et 1 g de B-hydroxybutyrate de sodium, 11,4 me. 

Ainsi done, le 2-3 butanediol, l’acétoine et l’acide p-hydroxybuty- 
rique, qui strement se forment dans le sol, et sont, avec les acides 
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acétique et butyrique, les produits les plus fréquents de la elycolyse 
qui a lieu dans les conditions naturelles, peuvent servir d’aliments 
ternaires 4 Azotobacter chroococcum, et lui permettre de fixer de 
lazote. 

Mais il faut remarquer que ces faits, comme tous ceux qui ont 
été signalés au sujet d’autres produits, n’indiquent qu’une_ possibilité 
et ne préjugent en rien du réle éventuel des Azotobacter comme fixa- 
teurs d’azote dans les sols de grande culture. 
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EXTRACTION DE LA TOXINE DE CLOSTRIDIUM SORDELLII 
A PARTIR DES CORPS MICROBIENS 


par Renée SAISSAC et M. RAYNAUD. 


Unstitut Pasteur, Annexe de Garches. Service des Anaérobies.) 


L’un d’entre nous a montré [4] que l’on peut extraire la toxine de 
Cl. sordellii 4 partir des corps microbiens. Nous apportons ici des 
résultats expérimentaux plus détaillés sur ce phénomeéne. 

Cl. sordellii pousse en bouillon V. F. glucosé 4 2 p. 1 000 en donnant 
une bactérioglée visqueuse qui rend difficile, aprés centrifugation, la 
mise en suspension homogéne. Pour les lavages, nous avons remis en 
suspension par simple agitation ; aprés le quatriéme lavage, les corps 
microbiens ont été agités avec des billes de verre en présence du 
liquide extracteur. On obtient alors une suspension bactérienne suffi- 
samment homogéne. 

Techniques : Nous avons utilisé la souche n° 82 de Cl. sordellii de 
la collection des anaérobies de l'Institut Pasteur. Les cultures ont été 
faites en bouillon V. F. glucosé & 2 p. 1000 a 37°. Les centrifugations 
ont été effectuées d la température ordinaire, sauf dans _ 1’expé- 
rience n° 8. L’azote total est dosé par la méthode de Kjeldahl. La 
toxine est titrée sur souris de 20 g; la dose minima mortelle est 
définie comme la plus faible dose entrainant la mort en quatre 
jours de 100 p. 100 des animaux inoculés par voie sous-culanée. 

Les corps microbiens lavés laissent diffuser, dans les diverses solu- 
tions salines employées, des quantités appréciables de toxine. L’eau 
distillée utilisée pour les lavages préalables extrait des taux de toxine 
importants. Les diverses solutions que nous avons utilisées : NaCl 0,140 M, 
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M } 
NaCl aa vacl "Citrate 0" Acétate 0,150 M, pH=6,9, ont fourni des 
{ 


résultats Seite Les extraits obtenus par maintien des suspensions 
finales A 0° pendant un A trois jours sont plus riches lorsque toutes 
les opérations, y compris les lavages 4 l’eau_ distillée, sont effec- 
tuées 4 0°. 

Nous donnons ci-dessous, dans le tableau I, le nombre total de DMm 
pour 1 1 de bouillon et pour les lavages ou extraits de germes corres- 
pondants. Ces derniers ont été recueillis aprés des durées variables de 


cultures (quatre heures, quinze heures, cinq jours). 


TasLeag I, 


EXPs 7 i EXP. 8 (4) 


Durée de culture & 37° & heures. |15 heures. 14 heures | 5 jours. 
Bouillon 40° é | 10° 5 410° 


Lavage (eau distillée) : 
Premier (250 cm’) 2,5 105 
Deuxieme (250 cm?) . . = .| 2,5 4104 
Troisiéme (250 cm?) . . . .| 2,5 404 
Quatriéme (50 cm’) . . 2,5 104 

Extraits (NaCl 0,140 M) [50 cms]. 5 104 


(t) Les centrifugations ont été effecluées a4 la température ordinaire pour les expé- 
riences 5 et 7 et a 0» pour l’expérience 8. 


La quantité de toxine trouvée dans les extraits est suffisamment 
importante pour qu’elle ne puisse étre attribuée, aprés 3 lavages, A des 
traces de bouillon retenues par les corps microbiens. Elle provient bien 
de ces derniers. 

Le tableau II montre l’action de diverses solutions salines. Les 


TasLeau II. 


DMm N DES EXTRAITS 
par centimétre cube mg/cm? 


Expérience 5. — Culture de 4 heures. N de la suspension : 0,95 mg/cm’. 


HauydistillGeua cums 500 0,10 
NaCl 0,140 M 4 000 0,28 


1 000 0,19 


Hayle M 
NaCl q Citrate FU... 4 000 0,21 
Ex érience 7. — Culture de 15 heures. N de la suspension’ : 0,99 mg/cm’. 


Acét te 0,150 M (6 jours) . 4 000 0,73 


Acétate 0,150 M (1 jour). . 4 000 | 0,33 
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germes lavés 3 ou 4 fois A l’eau distillée ont été remis en suspension 
dans le méme volume (50 cm?) des solutions indiquées et laissés vingt- 
quatre heures ou six jours a 0°. 

La prolongation du temps de contact 4 0° au dela de vingt-quatre 
heures n’augmente pas la quantité de toxine qui passe en solution, 
alors que l’azote total croit notablement. 

Nous avons, en outre, constaté que le sulfate d’oxyquinoléine ajouté 
a la dose de 1 p. 1 000 A la suspension ne modifie pas le taux de toxine 
extraite. Les suspensions ainsi réalisées restent stériles et peuvent étre 
placées a 37° ; A cette température, le taux d’extraction est resté le 
méme. 

L’influence de l’4ge des corps microbiens sur la quantité de toxine 
extraite est manifeste dans l’expérience 8 (tableau I). 

On voit que la quantité de toxine augmente de facon modérée mais 
netie dans le bouillon entre le premier et le cinquiéme jour, alors que 
la quantité de toxine des extraits diminue pendant cette méme période. 
L’azote des suspensions finales (aprés 3 lavages) et des extraits diminue 
aussi trés nettement. 

Tasxeau IIT. 


N m6/cm? 


14 heures 


Expérience 8. 


Suspension 4,25 
Extrait 0,92 


CONCLUSIONS. 


Il est possible d’extraire Ja toxine de Cl. sordellii 4 partir des corps 
microbiens. 

La quantité de toxine présente dans les corps microbiens que l’on 
peut enlever par des lavages successifs et ]’extraction, est du méme 
ordre de grandeur que Ja quantité totale contenue dans le bouillon. 
Elle ne peut, par conséquent, étre due aux traces de bouillon retenues 
par les corps microbiens. Cette toxine est donc située, soit 4 Vintérieur, 
soit & la surface des corps microbiens. 


BIBLIOGRAPHIE 
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EXTRACTION DE LA TOXINE 
DE WELCHIA AGNI var. WILSDONI (PERFRINGENS D) 


A PARTIR DES CORPS MICROBIENS 
par Renée SAISSAC et M. RAYNAUD. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches. Service des Anaérobies.) 


IL est possible d’extraire certaines exotoxines A partir des corps 
microbiens lavés [4]. 

Nous avons recherché s’il était possible d’étendre ces résultats 4 
W. perfringens. Nous n’avons eu aucun succes avec W. perfringens A ; 
aussi bien dans les eaux de lavage que dans les extraits ultérieurs nous 
n’avons pu déceler de quantités appréciables de toxine. 

Avec W. perfringens D, les résultats sont différents. Nous avons 
employé les souches suivantes : 

1° Souche CN 1798, qui nous a été transmise par M"° Guillaumic. 

2° Souche D170 isolée d'un mouton australien et qui nous a été 
obligeamment envoyée par le D? A. W. Turner (1). 

Techniques. — Les germes ont été obtenus par culture en 
bouillon V. F. glucosé a 2 p. 1000 réparti en Erlenmeyer de 1 | et 
placé 4 37°. Les centrifugations ont été effectuées a la température 
ordinaire, sauf dans l’expérience 14 ct nous avons opéré a 0°. 

La dose minima mortelle est la plus faible dose qui, injectée a la 
souris par voie intraveineuse, provoque la mort en quarante-huit 
heures de 100 p. 100 des animaux inoculés [2]. On injecte les produits 
obtenus par centrifugation, sans les filtrer, & 4 ou 6 souris par dose. 
En fait, les animaux meurent dans des délais souvent trés_ prefs, 
de quelques heures a dix-huit heures. L’azote total a été titré par la 
méthode de Kjeldahl. 

On sait que la variété D de W. perfringens produit aprés quatre A 
six jours une toxine spéciale, la toxine <, et une protoxine  transfor- 
mable en toxine par les enzymes protéolytiques agissant dans des 
conditions bien déterminées [2]. 

Nous avons employé la technique courante recommandée par Turner 
ct Rodwell : nous avons fait agir sur les bouillons ou les extraits, de 
la trypsine Vaillant a la concentration finale de 0,25 ¢ pour 100 cm*. La 
durée d'action était de quarante-cing minutes & 37°. 

Rappelons que Turner et ses collaborateurs [3] ont montré que 
W. perfringens synthétise la protoxine < qui est execrétée dans le 
milieu en méme temps que des protéinases pendant la phase de 
croissance. Dans la phase ultérieure les protéinases de W. perfringens 
transforment la protoxine < atoxique en toxine ¢ ; cette transformation 
est rarement compléte ; on peut presque toujours obtenir une quan- 
tité supplémentaire de toxine dans les bouillons par addition d’un 
enzyme protéolytique, en particulier de trypsine. 


(1) Nous remercions le Dt A, \V. Turner pour cet envoi. 
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l° Extraction de la protoxine a partir des corps microbiens. — 
Les corps microbiens sont lavés trois fois 4 l’eau distillée dans l’expé- 
rience 4, a l’eau physiologique ultérieurement (car les lavages A l’eau 
distillée restent toujours plus ou moins troubles), puis remis en sus- 


Z Me M 
pension soit en NaCl T Citrate): soit en NaCl 0,140 M et laissés A 0° 
pendant une durée variable. 


: M M 
Les extraits en NaC] — Citrate 0 ont été dialysés contre de l’eau 


distillée pendant quarante-huit heures et l’isotonie du milieu a été 
rétablie par addition de NaCl. 

Aucun des extrails ainsi réalisés ne s’est révélé toxique. Il n’a donc 
pas été possible d’extraire des quantités décelables de toxine a partir 
des corps microbiens. Par contre, ces extraits contenaient de la pro- 
toxine ; traités par la trypsine, ils ont tué l’animal. Les quantités de 
protoxine ainsi extraites étaient du méme ordre de grandeur avec les 
solutions hypertoniques et avec l’eau physiologique. 

Nous avons donc, par la suite, employé uniquement l’eau physio- 
logique. L’agitation en tube scellé sous vide n’a pas augmenté la 
quantité. de toxine extraite. 

La toxine obtenue a partir des extraits est immunologiquement 
identique 4 celle des filtrats. Elle est neutralisée par le sérum anti- 
perfringens D. 

Si on ajoute la trypsine non pas a l’extrait, mais directement a la 
suspension, on obtient d’emblée aprés centrifugation des extrails 
toxiques, mais la quantité de toxine ainsi obtenue nest pas plus 
importante. 

TaBLeau I. 


DMm ToTALEs 
N 


li 3 
avant aprés mg/cm 


activation activation 


Expérience 4. — Souche CN 1798. Culture de 17 heures a ¢ 


Suspension 
Bouillon 000k ms) yee eee eh Zn 5.105 
Extra (S0mCmno au cme at a is he 0 10? 


Expérience 7. — Souche D 4170. Culture de 3 heures a 37°. 


Suspension . . a ace ; ; 
Bouillon (1 000 cm’) : eh 2.40" 
Extrait (400 cm’) lars ) 


Expérience 8. — Souche CN 1798. Culture d 


SUI OSNNOM, & 5 Gc oS 5 6 bb hole iaare 
Bouillon (4 000 cm >) . 10° 5.104 
Extrait (O0KCme) ty ce wes Go ein 0 10 
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2° Influence des lavages. — Les lavages 4 Jl’eau physiologique 
entrainent des quantités non négligeables de protoxine. 


Tasieau II. 


DMm TOTALES | e 
avant aprés mg/cm” 
activation | activation 
Expérience 5. — Souche CN 1798. Culture de 2 h. 30 4 

SUSPENnSIONG es aes keine seen en eee | 0,31 
Bouillon (41 000 cm’) Se hed vis 2.4103 5.104 
Premier lavage (100 cm®). 0 | 2.108 
Deuxiéme lavage (200-er02) ieee 0 103 
Troisiéme lavage (100 cm’)... . . . 0 | 108 
Extrait (100 cm+). F 0 | 408 0,14 


3° Influence de la durée d’extraction : 


Tasceau Il. 


DMm TOTALES N mG/cm? 


Suspensionviisee | ie 0,31 
Extrait 24 heures a 0°: . 
Extrait 3 jours a 0° 


Suspension 9. pile: 
Extrait 24 heures a 0°. hws 
Extrait 48 heures 4 0°. . . 
Extrait 14 jours 40° . . 


Le fait que la quantité de protoxine dans les extraits augmente avec 
ja prolongation du temps de séjour 4 0° fournit une preuve indirecte 
que la protoxine provient des corps microbiens et non des traces de 
bouillon éventuellement retenues par ces derniers malgré les lavages. 

4° Influence de lage de la culture (voir tableau IV). 

Les extraits préparés avec des corps microbiens provenant de cultures 
de six jours ne contiennent plus de quantité décelable de protoxine. 


ConcLusions. — Il est impossible d’extraire méme de_ tres faibles 
quantités de toxine ¢ a partir des corps microbiens de W. perfringens D. 
Par contre, les lavages 4 l’eau physiologique contiennent toujours des 
quantités décelables de protoxine. 

Au cours des lavages, le contact entre les corps microbiens et l’eau 
physiologique est de trente minutes environ. La quantité de protoxine 
reste faible. Si on prolonge le temps de contact entre les germes et l’eau 
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TaBLeau LY. 


DMm TOTALES DMm roraves 
& 8 N 8 S N 
3 S rs 3 
5 = |mg/em?| 5 = |mg/cm* 
i>) o ° iS) 
© oS © w 
io) o o oO 
4 heures 6 jours 
Expérience 14. — Souche D 170. 
SUSPeNsion= =e. cee sae 0,72 0,34 
BouillomiG@s000¢em>). ee. 2.4103 40° 2.408 | 3.105 
Premier lavage (1400 cm?) . . . 0 3 103 MS We sae 
Deuxitme lavage (100 cm?) . . 0 | 2.402 0 | 2.402 
Troisi¢éme lavage (100 cm?) . 0 2.102 0 402 
Extrait NaCl 0,140M (100 cm?) . 0 AOE Glan O edt 0 |< 102 | 0,05 
M M 
Extrait NaCl 7 Citrate 10 (1400 cm’). 0 | 7.402 | 0,08 CO 025005 


physiologique, la quantité de protoxine extraite augmente, mais reste 
toujours faible par rapport 4 la quantité présente dans le bouillon. 
W. perfringens est un germe 4 croissance rapide et semble bien sécréter 
trés vite dans le milieu la protoxine. Cette derniére peut cependant étre 
mise en évidence dans des extraits de corps microbiens lavés, alors que 
la toxine n’y est jamais décelable. 

Ces faits apportent une contribution nouvelle au probléme du lieu 
de formation éventuel des exotoxines. La protoxine « peut étre mise en 
évidence dans les corps microbiens. La quantité présente dans les 
extraits est toujours faible, ce qui semble montrer que la protoxine 
traverse trés rapidement la membrane cellulaire, au cours méme de la 
phase de croissance active. Mais méme dans ce cas ow |’excrétion 
parait vraisemblable, le produit excrété peut étre mis en évidence, a 
concentration beaucoup plus faible, dans les corps microbiens lavés 
provenant de cultures jeunes (quatre 4 dix-sept heures), alors qu’il ne 
Vest plus dans les extraits de corps bactériens provenant de cultures 
plus agées (Six jours). 
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RECHERCHES 
SUR LES BACTERIES ANAEROBIES DU GOLFE 
DE GUINEE ET DE LA LAGUNE EBRIE 
par B-Cn. CALLAME, 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies ; Institut Frangais du Pétrole 
et Centre de Recherches et d’Etudes Océanographiques.) 


Dans un exposé d’ensemble, A.-R. Prévot [1] a souligné récemment 
la regrettable disproportion entre les recherches sur les bactéries 
marines aérobies et anaérobies: alors qu’on a jusqu’ici recensé 
314 especes aérobies dans la mer, on n’a signalé la présence que d'une 
vingtaine d’espéces anaérobies dans ce milieu. 

Il était indispensable de discerner si cette disproportion répondait 
h un fait réel ou était la conséquence des difficultés techniques d’iso- 
lement et de détermination des anaérobies qui ont toujours rebuté les 
chercheurs et les ont poussés 4 négliger ces bactéries. 

D’autre part, & une étude d’ensemble des conditions générales de la 
sédimentation actuelle en milieu marin réducteur, qui entre dans 
l’objet des travaux de recherches de l'Institut Francais du Pétrole sur 
les conditions possibles de genése des hydrocarbures, nous apportons 
élément bactériologique indispensable pour compléter les recherches 
physiques, chimiques et sédimentologiques poursuivies par d’autres 
auteurs dans ce domaine. 

C’est pourquoi nous avons recherché les anaérobies dans 9 échan- 
tillons de sédiments marins ou lagunaires, dont 2 provenaient du 
Golfe de Guinée et 7 de la lagune Ebrié. Ces prélévements ont été 
effectués par J. Debyser (1), que nous remercions trés vivement pour 
cette collaboration. 

Les deux prélévements du Golfe de Guinée ont été ensemencés sur 
place en gélose profonde Van Delden pour détecter les Sporovibrions 
sulfato-réducteurs. Les autres ont été envoyés par avion en pot-bans 
de 50 cm et ont été placés en glaciére aussit6t leur arrivée en France. 
Ces derniers ont été soumis a une recherche des sulfato-réducteurs par 
la gélose profonde + alun de fer, et & Visolement, par les méthodes 
habituelles, des autres anaérobies, 

Au total 18 souches anaérobies ont été isolées, dont 


Appartenant a lespéce Cl. caproicum . 
Appartenant 4 l’espéce Cillobaclerium multiforme. 
Appartenant a l’espéce Welchia perfringens. 
Appartenant a l’espéce Cl. valerianicum. . 
Appartenant & lespéce Cl. bifermentans. 
Appartenant a l'espéce Cillobacterium endocarditis 
Appartenant a Vespéce Calenubaclerium helminthoides . 
Appartenant & l’espéce Cl. fallaxz. ....... 
Appartenant a Vespéce Inflabilis setiensis . 


ee ee 


(1) Ingénieur 4 VInstitut Francais du Pétrole. 
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Réducteurs de SO, et SO,. — Nous n’avons pas isolé d’anaérobies 
appartenant au genre Sporovibrio. Cela tient vraisemblablement A ce 
que cet isolement doit se faire sur place et rapidement. Dés que les 
Sporovibrio sont cultivés en présence d’autres anaérobies, ils dispa- 
raissent trés vite. Par contre, nous avons détecté une souche de 
Cl. caproicum qui était sulfato-réductrice 4A son isolement. Mais elle 
s’est comportée par la suite comme les souches de la méme espéce qui 
ont été isolées par A.-R. Prévot [2] du sol et des gléines des sources 
thermales pyrénéennes, c’est-d-dire que la sulfato-réductase disparut 
rapidement au cours de cultures sur milieux artificiels. 

Au contraire, les sulfito-réducteurs marins sont nombreux: sur 
les 18 souches isolées, 16 réduisent activement et rapidement les 
sulfites en sulfure et conservent indéfiniment cette propriété. 

Groupements anaérobies marins naturels. — Tous les échantillons 
examinés présentaient un des représentants du groupe bifermentans- 
valerianicum-caproicum, déja rencontré par A.-R. Prévot [3] dans les 
boues et les sols septentrionaux, tropicaux et équatoriaux, et par 
J. Malgras et N. Aladame dans les sédiments des lagunes de la baie 
de Rio-de-Janeiro [5]. Mais ici, parmi ces 3 espéces voisines, c’est 
Cl. caproicum qui prédominait puisqu’il a été isolé sept fois, contre 
une fois Cl. bifermentans et une fois Cl. valerianicum. Nous rappelons 
que ce groupe est a la fois protéolytique, gazogéne, putride, glucido- 
lytique, lipidolytique, sulfito-réducteur et producteur d’SH, 4 la fois 
par sa sulfito-réductase et par ses désulfhydrilases et présente toutes les 
propriétés des anaérobies producteurs de pétrole [4]. Enfin, c’est un 
producteur généreux de hactérioglées visqueuses. 

A cété de ces anaérobies formant la base nécessaire de la formule des 
sédiments marins et lagunaires, il y avait huit fois sur neuf une flore 
contingente dont les principaux représentants sont: Cillobacterium 
multiforme (8 souches) et 'W. perfringens (2 souches). Les autres espéces 
trouvées font figure de rencontre accidentelle (Cillobacterium endocar- 
ditis, Catenabacterium helminthoides, Cl. fallax et Inflabilis setiensis). 

La formule dominante des sédiments marins et lagunaires du Golfe 
de Guinée et de la lagune Ebrié est donc l’association de Cl. caproicum 
(ou d’une espéce du groupe bifermentans) avec une espéce du genre 
Cillobacterium (dont la plus fréquente est C. multiforme). 

Remarques sur quelques-unes des souches isolées. — Sur les 7 souches 
de Cl. caproicum, 2 seulement répondaient a l’espéce-type et 9 a des 
variétés. C’est ainsi que les souches 01B, O10B, 034A répondaient a une 
variété biochimique ne réduisant pas les nitrates en nitrites et produi- 
sant les acides formique et caproique ; la souche 024B répondait 4 une 
variété biochimique réduisant les nitrates en nitrites et produisant les 
acides formique et caproique. 

Sur les 3 souches de Cillobacterium multiforme, l’une, O5A, était une 
variété pathogéne a type fermentaire anormal (isobutyrique-propio- 
nique) et ayant présenté 4 son isolement une sulfato-réductase qui a 
disparu au troisiéme repiquage ; une autre, O10A, était une variété non 
indologéne A type fermentaire acéto-butyrique ; la troisiéme, 022B, une 
variété non indologéne a type fermentaire isovalérianique-propionique. 

Les 2 souches de W. perfringens étaient normales, quoique peu 
pathogénes (peu toxinogénes). Elles répondaient toutes les deux au 
type A. 
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L’unique souche de Cl. valerianicum était normale. 

L’unique souche de Cl. bifermentans était une variété isobutyrique- 
formique. 

L’unique souche de Cillobacterium endocarditis répondait a une 
variété légérement protéolytique et réduisant les nitrates en nitrites. 

L’unique souche de Catenabacterium helminthoides répondait 4 une 
variété non gélatinolytique. 

L’unique souche de Cl. fallax répondait A une variété légérement 
gélatinolytique ne produisant pas d’acétoine. Enfin, l’unique souche 
de Inflabilis setiensis répondait & une variété morphologique caracté- 
risée par une taille plus grande. 

L’intérét de l’ensemble de cette recherche ne se borne pas 4 un simple 
travail de recensement, A un exercice de « bactéristique » suivant l’ex- 
pression proposée par A.-R. Prévot [4]. Il est double : intérét spéculatif, 
venant de ce qu’il apporte une donnée nouvelle dans la biocénose du 
milieu marin ; intérét utilitaire en ce qu’il permettra d’établir des 
tests logiques et vraiment naturels dans la recherche des moyens de 
protection contre l’érosion par l’eau de mer. 


Conctusions. — 1° Dans 9 prélévements de sédiments marins et 
lagunaires (Golfe de Guinée et lagune Ebrié), nous avons isolé 18 sou- 
ches anaérobies. 

2° Le groupe toujours présent dans ces prélévements est le groupe 
Cl. bifermentans — Cl. valerianicum — Cl. caproicum dont cette derniére 
espéce est de beaucoup la mieux représentée. Le groupe est sulfato- ou 
sulfito-réducteur, protéolytique, lipolytique, glucidolytique et produc- 
teur de bactérioglées visqueuses abondantes. 

38° Ce groupe est souvent accompagné d’autres anaérobies contin- 
gents, dont les plus fréquents sont des espéces du genre Cillobaclerium. 
Ces derniers ne paraissent pas avoir de signification marquée en dehors 
de leur rdle dans la corrosion. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l'Institut Pasteur. 


Recherches sur le Tactisme leucocytaire. Effet remarquable 


de l’huile d’olives, par A. Drxaunay, Jacqueline Lesprun, Suzanne 
Bazin et R. Rosineaux. 
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Recherches sur le Tactisme leucocytaire. Action, sur ce 
phénoméne, de différents effecteurs d’enzymes, par Jacqueline 
Lesprun et A. DELAUNAY. 


Influence du stockage sur la vitalité du vaccin BCG, par 
Konrad BrrkHAUuG. 


LIVRES RECUS 


G.M. Findlay. — Recent advances in chemotherapy. J. and A. Churchill 
Ltd, London, 1951. Vol. II, 597 pages, 21x14 cm. Prix : 36 Sh. 


Nous avons signalé en son temps la parution du premier volume de 
cette importante série sur les progrés récents en chimiothérapie. Le 
deuxiéme volume est digne du premier. I] est entiérement consacré 
a la chimiothérapie antipaludique. 11 chapitres traitent le probléme, 
a la fois du point de vue théorique, du point de vue pratique et surtout 
du point de vue chimique. On y trouvera non seulement 1’étude chimi- 
que et pharmacologique compléte des antipaludiques classiques, de 
méme que les familles de corps synthétiques les plus récents (mépacrine, 
proguanil, isopentaquine, etc.), mais l'étude extrémement intéressante 
de |’action antipaludique exercée par les sels métalliques, les sulfamides, 
Vacide pantothénique, les extraits tissulaires ou hormonaux, etc. Une 
bibliographie copieuse accompagne chaque chapitre. Une table de noms 
propres, ainsi qu’une table des corps chimiques et des noms de spécia- 
lités (25 pages) contribuent a faire du volume un instrument de travail 
absolument unique et une source de documentation indispensable a 


quiconque voudra étudier la chimiothérapie antipaludique. 
Dares 


George H. Bell, J. Norman Davidson et H. Scarborough. — Textbook 
of Physiology and Biochemistry, E. and S. Livingstone Ltd, 
Edinburgh, 1950. 918 pages, 24,5 x 17 cm. Prix : 45 Sh. 


Voici un excellent traité qui groupe, A propos des sujets étudiés, 
les notions de physiologie et de chimie biologique qu’il est désormais 
impossible de dissocier, aussi bien pour la physiologie générale que 
pour la physiologie particuliére. Bien que s’adressant en principe 
a des étudiants, cet ouvrage renferme une documentation abondante 
et assez compléte. Il comprend 56 chapitres traitant soit la physio- 
logie des organes (estomac, sang, foie, coeur, muscles, etc.), soit les 
fonctions physiologiques (respiration, circulation, régulation  ther- 
mique, mécanisme d’oxydo-réduction, croissance et sénilité), soit 
encore les éléments métabolisés au cours des fonctions physiologiques 
(lipides, hydrates de carbone, protides, acides nucléiques, etc.). Les 
sources de documentation sont en grande partie récentes. Quelques 
références bibliographiques complétent les chapitres. Les illustrations 
sont nombreuses et comprennent soit des schémas, tous trés bons, 


soit des photographies pour la plupart d’une excellente qualité. 
Py be 
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R. Debré, S. Thieffry, P. Lépine, L. Laruelle, M. Févre, D. Bargeton, 
G. Schapira, J. Lefebvre, Pol Le Coeur, J.C. Dreyfus, C. Berlioz 
et L. Bernard. — La Poliomyélite. Editions Médicales Flammarion, 
1950. 276 pages, 24 x 15,5 em. Prix > 1-250) ir 


Le professeur Debré a eu ]’heureuse inspiration de réunir en un 
volume essentiellement destiné aux cliniciens la matiére des confeé- 
rences faites par ses collaborateurs aux Journées de la Poliomyélite 
organisées a l’hépital des Enfants-Malades en 1949. C’est dire que 
tous les aspects de la poliomyélite du point de vue biologique, clinique, 
thérapeutique, orthopédique et social y ont été traités sous langle 
des acquisitions les plus récentes et des méthodes les plus modernes 
de traitement. Le tout forme un ensemble cohérent qui a, quoique 
dépourvu de bibliographie, la valeur d’un véritable traité didactique 
et qui sera consulté avec fruit. 

Peake 


W. Dameshek, M.L. Bloom, L. Weisfuse, M.H. Freedman et M. Layrisse. 
— Chemotherapy of Leukemia and Leukosarcoma. Grune and 
Stratton, New-York, 1950. 54 pages, 31 x 23 cm. 


L’ouvrage se présente comme une succession de tableaux, réduits 
a un format de livre, provenant d’une exposition faite 4 la réunion 
de l’American Medical Association 4 Atlantic City en 1949, de l’héma- 
tologie, du diagnostic et du traitement chimiothérapique de la leu- 
cémie et du sarcome lymphoide. Le texte est réduit 4 sa plus simple 
expression : celle de légendes accompagnant les figures. Celles-ci sont 
d’une qualité iconographique de premier ordre et l’ensemble forme 
un document didactique de grande valeur. Sans prétendre remplacer 
un enseignement magistral ou la consultation des traités spécialisés, 
l’ouvrage constitue une vivante illustration de l’un ou de l’autre avec 
tous les avantages d’un enseignement visuel et d’une documentation 
graphique. A ce titre, l’ouvrage sera feuilleté avec intérét par les maitres 
aussi bien que par les éléves. 

Beale 
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